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Bu calsmada kullanimi yaygin olan Organofosfatll (OP) séstrden
diazinonun iki farkli degimine (0,488 mg / L ve 0,976 mg / L) 7, 15 ve 3(hgu
suresince maruz kalan erkek veididi sazanlarinQyprinus carpi9, serum 1J-
Estradiol (&), testesteron (T), vitellojenin (VTG) seviyelerelllenmis gonad ve
karacger dokularindan ornekler alinarak histopatolojikgigi&likler incelenmitir.
Erkek sazanlardaEeviyeleri kontrol grubuna goére argni7. gin her iki degim
uygulamasinda, 15. gin ise yuksek geriuygulamasinda T seviyeleri azam.
VTG seviyeleri her iki desim uygulamasinda 15. ginde amgosterirken, 30. ginde
15. gune kiyasla azalgtir. Disi sazanlarda 30. gun yuksek geri uygulamasinda
E, seviyelerini artarken, testesteron seviyelerindeendn bir desisiklik
belirlenmemgtir. VTG seviyeleri dji baliklarda deney sonunda i gostermstir.
Histopatolojik muayenede, karger dokusunda safra kanallar ve sinuzoidlerde
dilatasyon, konjesyon, lenfosit infiltrasyonu, near ve pigment birikimlerinin
varhgl saptanmtir. Testis dokularinda dejenerasyonlar, konjesyen fibrosize
rastlanmgtir. Ovaryum dokularinda ise oositler arasinda goelar ve oositlerin
sitoplazmalarinda nekrozlar saptagim Sonuc¢ olarak diazinonun endokrin bozucu
(EB) 6zellik gosterdii ve disi ile erkek bireyleri farkli diizeylerde etkilgglikanisina

variimistir.
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ABSTRACT

Common carp Qyprinus carpi¢ of both sexes were exposed to two doses
(0.488 mg / L and 0.976 mg / L) of the widely useskcticide diazinon for a period
of 7, 15, 30 days and effects on the concentratiohsplasma sex steroids
(testosterone (T), Brestradiol (E), plasma vitellogenin (VTG)) and gonad and liver
histolopathology were examined. In male carps, ®.48) / L and 0.976 mg / L
diazinon elevated Hevels following 7, 15 and 30 days . T levels restli@after 7
days in both doses and after 15 days in the higlest exposure. 0.488 mg / L and
0.976 mg / L diazinon exposure elevated VTG leaftisr 15 days and reduced at the
end of experiment according to 15 days. In femaes, 0.976 mg / L diazinon
elevated Elevels after 30 days. T levels shows no significatérations during the
experiment. However, 0.488 mg/ L and 0.976 mglidzinon reduced VTG levels
in female carp, at the end of experiment accordmgontrol. Histopathological
examination of liver showed dilatation of the bdacts and sinusoids, congestion,
lymphocytic infiltration, accumulation of pigmentn@ necrosis. In testis,
degeneration, congestion and fibrosis were obserdtiesions between oocytes
and necrosis of oocytes sitoplasms in ovary, \a&se been investigated. The results
showed that diazinon can effect the male and femnaligiduals differently and has

an endocrine disrupting potential.
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1. GiRis

Insan, hayvan ve bitkilerin Uzerinde veya cevretiginygayan, besin
kaynaklarinin tretim, depolanma ve tuketimi sirdaibesin dgerini dislren ya da
zarara gratan bocek, kemirici, yabani ot, mantar gibi cafdrmlarinin yikici
etkilerini azaltmak icin kullanilan kimyasal madeled pestisit denilmektedir [FAO,
2007] . Pestisitler etki ettikleri canli grubunarg®’e ayrilirlar. Bunlar; insektisitler,
herbisitler, fungusitler, rodentisitler ve fumigkmtiir [WHO, 2008].insektisit grubu
icinde yer alan organofosfatlilar (OF) kimyasal mal@r icinde geniyer kaplayan
bir grup olup [Kazemi vd., 2012] kullanim oranlariQ’li yillardan sonra giderek
artmstir [Elersek ve Filipic, 2011].

OF genel etkilerini merkezi ve periferik sinir sstinde bulunan
asetikolinesteraz (AChE) enzimini inhibe ederektgtder [Fulton ve Key, 2001].
AChE inhibisyonu, postsinaptik hiicrelerde ya dakeer sinir sisteminde bulunan
asetikolin reseptorlerinin arka arkaya uyariimasnealen olur. Buda asetikolinin
birikimine neden olur. Asetikolininsa1 derecede birikimi, otonomik disfonksiyon,
istemds! hareketler, kas gemeleri ve solunum yetmezgii gibi semptomlara neden
olabilir [Pope, 1999].

Diazinon, OF pestisitler arasinda en yaygin kuléan bilesiklerden biri olup
[Grube vd., 2011], koyunlarin bit, kene ve uyuzaadinde, ev ve toprak bocekleri
ile micadelede, meyve, sebze, sus bitkisi, ¢cimarka thitkilerinde ise hgereleri
kontrol etmek amaciyla kullaniimaktadir [Kime, 1998yrica, balik ciftliklerinde
kontrolsiiz olarak dremi zooplanktonlara (Dafnia vb.) kar kullanildigi da
bilinmektedir [Machova ve ark., 2007]. Zararliseeeler ile mucadelede kullanilan
diazinon, sucul ekosistemlere kamak besin zincirine girmekte ve bu sayede hem
insanlara hemde hedefsdicanlilara zarar vermektedir [Cope vd., 2004]. afiic
olarak “Knox-Out”, “Dianon” ve “Basudin” gibi isindr ile piyasada satilmakta ve
ABD Cevre Koruma Orgltii (EPA)’nin yayinlgdrapora gére baliklar icin oldukca
toksik oldwgu belirtiimektedir [EPA, 2004]. Diazinonun, 6lurde isonuclanan direk
toksik etkilerinin yani sira, kanserojenik, genefikutasyonlara yol acgan, deri

lezyonlarina neden olan, dreme ve endokrin sistboran etkileri mevcuttur
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[Lorenz, 2006]. Diazinonun endokrin bozucu (EB) lbkey0sterdigine dair yapilmy
calismalar bulunmaktadir [Bisson ve Hontela, 2002, Jawdl, 2008 Manabe vd.,
2006, Maxwell ve Dutta, 2005, Moore ve Waring 1996,

EB maddeler o6strojenik etki gostererek, cinsigétroitlerinin yapilarini
bozmakta ve omurgalilarda feminizasyona neden dimdakar [Kloas ve Lutz,
1999]. Bunun yani sira zamansiz vitellojenin (VT@gtimi, gerilemg yumurta ve
testis gekimi, kanda anormal steroid hormon seviyeleri, isédstalite, yumurta
atrezisinde ar§y disik yumurta ve dol verimi ve buylmede gerilik giktkiter
olustururlar [Jobling ve Tyler, 2003].

Bu calgma kapsaminda OFli bir pestisit olan diazinon@yprinus
carpioda endokrin sistemi bozucu etkileri gnailmis, pestisitin iki farkli degimine
(0,448 mg /L ve 0,976 mg/ L) 7, 15 ve 30 guresiirce maruz kala@. carpioda
17B-Estradiol (E2), testesteron (T) ve vitellojeninT®&) seviyeleri belirlenngi
gonad ve karager dokularinin histopatolojik incelemesi yapigtm
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2. KAYNAK ARA STIRMASI

2.1.PESTISITLER

Ulkemizde ve dinyada artan nifusglbalarak, gereksinim duyulan gida
ihtiyacini kagilamak, tarimsal tretimin en Onemli sorunlarindansidir. Sinirli
tarim alanlarinin geslemesinin mimkin olmamasi Ureticileri birim alanddman
verimi arttirmaya yonlendirmektedir. Bunu gercgklebilmek amaciyla bircok
uretici zararli bocek, hastalik ve bitki ile mickdke ygun tarim ilaci (pestisit)
kullanimini tercih etmekte, bu da kisa ve uzun dadgevreye, hedefgdicanllara ve
ekosisteme ciddi zararlar vermektedir.

Pestisitler insan, hayvan ve bitkilerin Gzerindeya cevrelerinde yayan,
besin kaynaklarinin tretim, depolanma ve tiketimassnda besin gerini disiren
ya da zararagratan bdcek, kemirici, yabani ot, mantar gibi cdatmlarinin yikici
etkilerini azaltmak icin kullanilan kimyasal madeedir [FAO, 2007] .

Zararli canlilari ortadan kaldirmak ya da kontetihek amaciyla kimyasal
maddelerin kullanimi yiz yillar 6ncesine dayanmaktaCinliler arsergi bocekleri
kontrol etmede kullanngtir. Romalilar zararlh otlar ile micadelede tuzdadcekler
ile mucadelede ise sulfirden faydalaglardir. 1800°Iu yillarda pyrethrin’in bocek
oldurucu etkisi kgfedilmistir. Cinliler ve Guney Amerikalilar derris (bakldigrden
bir bitki tard) bitkisinin koklerini balik zehiri larak kullanmglardir. 1895 yilinda bu
bitki tdrindeki etken maddenin rotenone @dutespit edilmj ve bdcekler ile
micadelede kullanilrgtir. 1800°IU yillarda bakir ve arsenik tuzlariniarlgimindan
elde edilen “Paris Y@i” insektisit olarak kullaniimgtir. Kirec ve bakir silfattan elde
edilen “Bordeaux Kasimi” ise fungusit olarak kullaniintir. Fakat bugin
bildigimiz anlamda pestisit 6zedine sahip bilgiklerin ortaya ¢ikgi 1900°'lu yillara
dayanmaktadir [Cope vd., 2004].

Ham petrolden elde edilen petrolglari, 1920’lerde boécekler ve kirmizi
orimcekler Gzerinde kullanilgtir.1940’larda DDT gibi organoklorlu insektisitlee
2,4D, gibi fenoksi asit herbisitler, 1950’lerin sonundse atrazine gibi triazine

herbistler piyasa surilmtve siklikla kullanilmglardir. 1940 ve 1950l yillarda
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yogun olarak kullanilan DDT, methoxychlor, chlordaheptachlor, aldrin, dieldrin,
endrin, toxafen, mirex ve lindane gibi organokloihsektisitlerin 1972 yilinda
Amerika Birlesik Devletlerinde yasaklanmasinin ardindan orgarfafbsestisistler
bu bilesiklerin yerini almaya bgamistir [Cope vd., 2004].

Dunyada pestisit dretim miktar yilik 3 milyowort, sat tutar ise 25-30
milyar $ arasinda ggsmektedir. Herbisitler kullanim orani bakimindanrailaclari
icinde % 47'lik bir payla ilk sirayr almaktadir. Bu % 29 ile insektisitler izlemekte,
fungisitlerin ise % 19'luk bir pay! bulunmaktadTiryaki vd., 2010].

Ulkemizde ise pestisit tiketimi etken madde dard979 yili ile
karsilastirildiginda 2002 yilinda % 45,29’'luk bir aytgostermgtir. Bu artsa kagin
Ulkemizde pestisit kullanimi geinis Ulkelere gore oldukca diktir. Ancak,
entansif tarim yapilan Akdeniz, Ege ve Marmara él@gndeki pestisit kullaniminin
gelismis Ulkeler dizeyine yakitgr gorulmektedir [Delen vd., 2005].

Pestisitlerin icergji aktif maddelerin kimyasal yapilar gegnicssitlilik
gosterir. Bu da pestisitlerin basgekilde siniflandiriimasini engeller. Kimyasal
yapilarina, toksik etki derecelerine ve icgrdi etken maddelere gore
siniflandirlabildikleri gibi Gzerine etki efi canli formu baz alinarak da kategorize
edilebilirler [Plimmer, J. R., 2001]. Dinya 8& Orgiiti (WHO) pestisitleri; 1-
Insektisitler (bdcekler tizerinde etkili olan tarifaclari), 2- Herbisitler (istenmeyen
otlar Gzerinde etkili olan tarim ilaclari), 3- Furgitler (kif ve mantarlar tGzerinde
etkili olan tarim ilaclar), 4- Rodentisitler (farsican vs., gibi kemirgenler tzerinde
etkili olan tarim ilaglari), 5- Fumigantlar (topralematodlar tzerinde etkili tarim
ilaclar) olarak siniflandirmaktadir [WHO, 2008].

Pestisit grubu icinde yer alan insektisitler igerdigi etken maddelerin
kimyasal Ozelliklerine gore siniflandirilirlar.Insektisitler;  organoklorlular,
organofosfathlar, karmabadlar, bitkisel bocek lgag piretroitler ve fipronil gibi
yeni nesil bocek ilaglari olarak gruplandirilirj@ope vd., 2004].

Pestisitler zararli organizmalarin kontrolindé&iltirler. Belli bir dozun
Uzerinde hepsi toksiktir, aksi halde amaclarinamieiz edemezlefCriswell vd.,
1991. ideal pestisit, hedef organizma uizerinde etkili digglef dgi canhlara zarar
vermemelidir. Gercekte ise durum bdyle olmaz. ZAedassereler ile mucadelede

kullanilan pestisitler sucul ekosistemlere karak besin zincirine girerler ve bu
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sayede hem insanlara hemde hedef danlilara zarar verirler [Cope vd., 2004].
Pestisitlerin, 6lum ile sonuglanan direk toksik iletknin yani sira, kanserojenik,
genetik mutasyonlara yol acan, deri lezyonlarindeneolan, Greme ve endokrin
sistemi bozan etkileri mevcuttur [Lorenz, 2006].

Son yillarda pestisitlerin, Greme ve endokrintests bozan etkilerinden
bahsedildikge literatirde kamiza sikga “endokrin  bozucu kimyasallar”
cikmaktadir. Endokrin bozucu kimyasallar (EB), 2G0nda Dunya Sgik Orgiiti
(WHO) tarafindan; “bir organizma, ya da o organimmaalt-populasyonlarinda
endokrin sistemi bozan dolayisiylazBk tizerinde olumsuz etki ofturan maddeler”
olarak tarif edilmgtir [Goksoyr, 2006]. EB’larin etki mekanizmalari,g8up altinda
incelenebilir, bu mekanizmalar; (1) agonistik/amtaigtik etki (hormon taklitcileri),
(2) daggal hormonlarin dretimini, tanmasini, metabolizmalarini ya da
salgilanmalarint  bozucu etki ve (3) hormon resdtiin dretimini veya
fonksiyonunu bozucu etkidir [Dawson, A., 2000, Rt ve Ostrander, 2003].

EB maddeler o6strojenik etki gostererek, cinsigétroitlerinin yapilarini
bozarlar ve omurgalilarda feminizasyona neden aljKloas ve Lutz, 1999]. Bunun
yani sira sucul canlilar tGzerinde zamansiz viteflo; (VTG) dretimi, gerilensi
yumurta ve testis galimi, kanda anormal steroid hormon seviyeleri, is¢distalite,
yumurta atrezisinde agti dislik yumurta ve dol verimi ve buyimede gerilik gibi
etkiler olustururlar [Jobling ve Tyler, 2003].

2.2.ORGANOFOSFATLI BLESIKLER (OF)

Organofosfatl bilgikler (OF) kimyasal maddeler icinde genjer kaplayan
bir gruptur.ilk kez 1800’1 yillarin bginda Lassaigne tarafindan fosforik asidin alkol
ile tepkime edilmesiyle sentezlenyheirdir [Kazemi vd., 2012]. Yuksek anti-AChE
(asetikolinesteraz) potansiyeline sahip ilk OF;aethyl pyrophosphate (TEPP) 1854
yilinda Clermont tarafindan sentezlegtini 1932 yilina gelindiinde ise Lange ve
Krueger dimethyl ve diethyl phosphorofluoridatesantezlengjini bildirmislerdir.
Dimetil ve dietil fosforofloridat’larin solunmasmikalici bgulma hissi ve bulanik

gorme gibi sonuclara yol agmasinin ardindan Sclerayaklgik olarak 2000 bilgk
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Uzerinde cagma yapmy ve OF’In insektisit olarak kullanilabilegiai belirtmistir.
Bu surecte kgdedilen parathion, daha sonra dinyada en ¢ok kildiarOF pestisit
olmustur [Taylor, 2006].

Genelde pestisit olarak kullanilan OF, isisiatiict (termoplastik vs.’de),
anti-paraziter ilag (hekimlikte) vikinci Diinya Sava sirasinda sinir gazi, olarak da
kullaniimistir [Gupta, 2006]. Schrender ve ekilkinci Diinya Sav@ sirasinda
parathiondan daha toksik olan sarin, soman ve tagihinkimyasal savaajanlarini
sentezleny ve Alman Hukdmeti bu durumu kamuoyundan gizli tugtar. Bunun
Uzerine Muttefikler Lange ve Kruger’'in gtamalarindan faydalanmve McCombie
ve Saunder tarafindan diisopropyl phosphoroflused®FP) sentezlentir [Taylor,
2006].

Batin OF’larda fosfor atomu ile karakteristik fosfobagi (P=0) ya da
tiyofosforil bagi (P=S) bulunur. Esasinda OF’lar, fosforik asidategleri olup farkl
kombinasyonlar ile karbon, silftr ve nitrojen atorab&lanan bilgiklerdir. Her ne
kadar kimyasal yapilari cok kewk ve siniflandirmalari basit olmasa da, temel
olarak; fosfor atomuna Bh yan zincirlerin acisina ya da neredenglaadgina
bakilarak siniflandirilirlar [Gupta, 2006].

Su an bilinen ve kullanimda olan 100’e yakin OF $iKevardir ve hepsi
fosforik, fosfonik ve fosfinik asidin tUrevlerindesentezlenmgtir [Stoytcheva ve
Zlatev, 2011]. Fosforik ve fosfonik asit iceren plar anti-asetikolinesteraz
aktivitesine sahip olup, fosfinik asit iceren granglan ayrilirlar [Gupta, 2006].

Bircok organofosfatli pestisitin yapisinda fosfgrtt bagla bazlanms sulfir
atomu vardir. Toksik hale gelebilmeleri i¢cin meihk aktivasyon ile oksonlara
donigmeleri, yani yapilarindaki P=S grubunun P=0O grubaidnigmesi gerekir.
Cunkt, vyalnizca vyapisinda P=0O grubu bulunan orgefatli bilsikler
asetilkolinesterazi baskilayabilir. “Oksidatif dégtasyon” olarak adlandirilan ve
karacgerde mikrozomal sitokrom P450 enzimleri tardén katalizlenen bu
biyotransformasyon reaksiyonu sonucunda orgafetfospestisitler toksik hale

gelirler [Demird@en, 2010].
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2.3.ORGANOFOSFATLI PESTSITLER

OF, pestisitler arasinda en yaygin kullanilan kisajiar olup metabolitleri
cok geng poptlasyonlar tzerinde etkilidir [Aprea vd., 208y vd., 2004, Curl vd.,
2003]. D@ada uzun yillar kalabilen DDT gibi organoklorlukarizO’li yillarda
yasaklanmasinin ardindan, OF’larin kullanimi artmayglamistir [Elersek ve
Filipic, 2011]. 80’li yillarda Amerika’da 100.00@n olan insektisit kullaniminin %
57'sini OF pestisitler olgturmustur. Gerek pestisit kullanimina getirilen yerel ve
genel kisitlamalar, gerekse cevresel tepkiler Hlargan sonra insektisit kullanimini
hizla digurmis fakat OF'Iin kullanim oranini hizla arttirghr. 2000°li yillarin
basinda Amerika Birlgik Devletlerinde ki toplam insektisit kullaniminfd 70’inde
etken madde olarak OF tespit edgtimi [Grube vd., 2011]. Cizelge 1'de Amerika
Birlesik Devletlerinde 1980-2007 aras! insektisit kullanmiktarlari ve bu miktar

icerisindeki OF’larin orani gérilmektedir.

Cizelge 2.1. 1980 — 2007 yillari arasinda Amerikalegik Devletlerinde OF

insektisit kullanim orani [Grube, 2011].

Year | All Insecticides Organophosphate Insecticides
Mil Ibs Mil Ibs | % of All Insecticides
1980 228 131 57
1985 161 114 71
1990 121 83 70
1991 114 82 12
1992 116 84 12
1993 115 79 69
1994 124 83 67
1995 125 80 64
1996 116 75 63
1997 112 73 63
1998 103 66 64
1999 126 91 72
2000 122 88 72
2001 105 73 70
2002 130 59 45
2003 115 46 40
2004 114 46 40
2003 104 40 i9
2006 99 37 KH)
2007 o3 33 35
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En yaygin kullanilan 10 organofosfatli pestisit eztk madde olarak;
malathion, chlorpyrifos, terbufos, diazinon, metpgrathion, phorate, acephate,
phosmet, azinphosmethyl ve dimethoate icermeki&aty vd., 2004].

Chlorfenvinphos(Birlane®), memeliler igin oldukca toksik olup, tarimsal
alanda toprakta yayan kok kurtcuklarina kg@rkullaniimaktadir [Kime, 1998].

Diazinon Birlesik Krallik'ta koyunlarin bit, kene ve uyuz tedavisie
kullaniimistir. Gelismekte olan tlkelerde ev ve toprak boceklerini, negysebze, sius
bitkisi, ¢im ve tarla bitkilerinde ise kareleri kontrol etmek amaciyla
kullaniimaktadir [Kime, 1998].

Disulfoton (DimeZ®, Di-systorf, Disytox®, Frumirf’, SolvireX’) Tutun,
havug, salatalik, patates, maydanoz ve bezelyekigioe kasi kullanilir. insan
sgligina zararlarindan dolayr WHO tarafindan oldukcaadawne tehlikeli kabul
edilmektedir. Yarilanma-6mru kisa olup 5-12 sagiime, 1998].

Fenitrothion (Sumithion®), Asya ve Avrupa’da en yaygin kullanilan tarimsal
insektisit olup, Kuzey Amerika’da sinirli bir kulama sahiptir [Kime, 1998].

Fenthion (Lebaycit, BayreX’), meyve sineklerine ve tropikal tatl sularda
yasayanAnopheles, Culexe Simuliumlarvalarina kan oldukca etkilidir. Kylar icin
oldukca toksik olup, aylarca toprakta kalabilmekt¢dime, 1998].

Glyphosate (Rounduf§) oldukca yaygin kullanilmakla birlikte, gengiti
degistirilmi s bitkilerin bu herbisite direncinden dolay! kullamnin daha da artmasi
beklenmektedir. Glyphosategair organofosfatlilardan farkli olarak asetikolirezaz
inhibitdrd olmayip, glutamine senteaz inhibitéridBaliklar icin digik toksisiteye
sahip olup, zararli etkilerinin nedeni etken maddeeriginden dgil
formulasyonundan kaynaklanmaktadir Kime, 1998].

Malathion (Cythion®) memeliler tarafindan hizla metabolize edilen fakti
yuzden oldukca toksiktir. Memelilerde toksisitesindisiik olmasindan dolayi
evlerde ve ciftlik hayvanlarinda parazit ve sine&lé&ag!i kullaniimaktadir [Kime,
1998].

Methyl-parathion parathiona benzer aktivite gosterir. Memelilerdestsitesi

disik olup narenciye ve pamuk Uretiminde parathionening kullanilir. 1971
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yilinda Amerika Birlgik Devletleri'nde 13.000 ton miktarinda kullanigtr [Kime,

1998].

Mevinphos(Phosdriff) hasata yakin zamanlarda meyve ve tarim bitkiderin

zararli béceklere karkullanilir. Yarilanma 6émri kisadir [Kime, 1998].

Monocrotophos(Azodrin®), sebze ve pamuk kerelerine kan kullanilan

geng spektrumlu bir insektisit olup, aylarca topraktddbilmektedir [Kime, 1998].

Parathion Kuzey Amerika’da en yaygin kullanilan ve en toksikektisittir.

Uygulandiktan bir yil sonra bile toprakta kalintitea rastlanabilir. Kok kurtcuklarina

ve yaprak boceklerine karkullanilir [Kime, 1998].

TemephogAbate®), sivrisinek, karasinek, tatarcik ve kum ginkrvalarinin

kontroltinde kullanilan dnemli bir pestisittir [Kim&998].

TetrachlorvinphogStirofos’, Gardond®), memeliler icin toksisitesi diiktiir

ve chlorfenvinphosa gore toprakta daha kisa sudre[kame, 1998].

Cizelge 2.2. 2001 - 2007 arasinda Amerika BikleDevletlerinde en yaygin

kullanilan OF insektisitler ve kullanim oranlari.ulkanim oranlari

Million of Pound biriminde verilmitir [Grube vd., 2011]

2007 2005 2003 2001
Active Ingredient
Rank Range Rank Range Rank Range Rank Range
Chlorpyrifos | 8-11 2 7-9 2 0-11 2 11-16
Malathion 2 5-9 1 11-13 1 11-13 1 23.-32
Acephate 3 4-6 3 4-6 5 24 5 2-3
Maled 4 1.2 5 1-2 7 1-2
Dicrotophos 5 1-2 7 1-2
Phosmet 6 1-2 4 1-2 6 1-2 b 1-2
Phorate 7 1-2 6 1-2 Q 1-2 ] 2-3
Diazinon 8 =1 8 =1 3 3-5 3 4.7
Dimethoate Q =1 10 =1 10 1-2
Azinphos-Methyl 1n =1 9 =1 8 1-2 9 1-2
OF, genel etkilerini merkezi ve periferik siniristeminde bulunan

asetikolinesteraz (AChE) enzimini inhibe ederektgidder. AChE enzimi genellikle

iki tip olarak bilinmektedir. Bunlar asetilkolin &saz ve butirilkolin esterazdir.

9
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Baliklarda beyin ve kas dokulari genellikle asetitk esteraz bulundururken,
karacger ve plazma genellikle butirilkolin esteraz icektselir. Bununla birlikte
bazi balik turlerinde kas dokuda da butirilkolintezaz aktivitesi tanimlanrntir
[Fulton ve Key, 2001]. AChE normalde, sinapslardduban asetikolini hizlica
indirger. AChE inhibisyonu, postsinaptik hiicrelergie da merkezi sinir sisteminde
bulunan asetikolin reseptorlerinin arka arkaya uiyeasina neden olur. Buda
asetikolinin air1 birikimine neden olur. Asetikolinin sart derecede birikimi,
otonomik disfonksiyon (solunum sisteminde, sélim sisteminde, tukdrik ve
gozyal bezlerinde g@n salgilanma), istemgh hareketler (titreme, konvulsiyonlar),
kas sgirmeleri ve solunum yetmezii gibi semptomlara neden olur [Pope, 1999].
OF ayrica kolinerjik hareket lzerine etki ederelseptr ve sinyal ilegimini
bozarlar. Buda beynin endokrin sistem Uzerine etkkn mekanizmalarini bozar.
OF'In anti-androjenik etkisi hipotalamus-hipofizrgdal eksen Uzerine etki eder.
Ostrojenik yada anti-androjenik etki gosterebildiklgibi, androjen reseptorlerine
baglanarak antagonist etki de gosterebilirler [Kim898&].

Yapilan bircok cadmada organofosfatli pestisitilerin EB etki gosterdi
biyokimyasal ve histolojik desrlendirmeler ile ortaya konngwr [Tyler vd., 1999,
Dutta ve Maxwell, 2003, Dutta ve Meijer, 2003, 2uwd., 2005, Holbeck, vd., 2006,
Dang vd, 2011, Dawson, 2000, Kitamura vd, 2003,d5ed 2004, Hotchkiss vd.,
2008].

2.4.DIAZINON

Diazinon [O,O-diethyl O- (2-isopropyl 1-6-methy 4 pryimidinyl)
phosphorothioate], pestisit grubu icinde yer aldanya’da ve tlkemizde kullanimi
yaygin olan bir insektisittir. Organofosfatli ingisitleri icinde yer alan diazinon,
topraktaki zararli bocekler ile mucadelede, suilbiinde, meyve ve sebze
tarlalarinda kullanilir. Bunun yani sira evlerde bahcelerde sinek, hamambgice
pire gibi zararli hgereler ile micadelede de kullanilir. Sentetik bmyasal olup,
dogada dgal halde bulunmaz. Saf diozinon renksiz ve neregletmamen
kokusuzdur. Zirai micadelede kullanilan preperakyam% 85 ila % 90’1 diazinon
icerir ve soluk kahverenkli bir sivi gorinimindediskiden ev ve bahcelerde

kullaniimak Uzere satilan sivi ya da tablet kapsiill % 1 ila % 5’inin diazinon

10
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icerdigi bilinmektedir [ATSDR, 20011]. Kimyasal formuli;@1,1N.O3; PS’dir Sekil
2.1)

=
CHEH‘CH CJ—I!’;D_CHE_CHB
o [ S _
CH5 Y \‘/ O—CH,-CH,
Il
Diazinon
CH4

Sekil 2.1. Diazinonun kimyasal yapisi

Ticari olarak “Knox-Out”, “Dianon” ve “Basudin” igi isimler ile piyasada
satiimakta ve ABD Cevre Koruma Orgiitii (EPA)'nin 20@linda yayinlanan
raporuna goére baliklar icin oldukca toksik afdubelirtiimektedir [EPA, 2004].
Bunun yani sira, diazinon, Dinya’da halkglsaa calsmalarinda ve veteriner
hekimliginde 6zellikle ektoparazitler ile micadelede dddwulmaktadir [Watterson,
1999]. Ayrica balik ciftliklerinde kontrolsiiz ol&airemi zooplanktonlara (Dafnia
vb.) kagl da kullanildg! belirtimektedir [Machova ve ark., 2007]. Diazimogok
cabuk indirgenebilir, ancak, gk sicaklik, dgik nem, yiksek alkalinite ve bazi
uygun mikrobiyel indirgeyicilerin eksikdinde toprakta 6 ay ya da daha uzun sire
biyolojik olarak aktif kalabilmektedir. Diazinon mee ve sebze tariminda kullanimi
sonrasinda kolaylikla ylzey sularina ve yer allarsna kargabilmektedir [Dutta ve
Meijer, 2003]. Ansari ve Kumar [1998] tarafindanpyan bir aratirmaya gore
Amerika Birlgik Devletleri'nin bircok akarsuyunda ©6nemli oranddiazinon
bulunmakta ve bu sebepten dolayr omurgasiz, meiglive balik gibi hedef di
bircok organizmayi da buyuk oranda etkileyebilmdktgDutta ve Meijer, 2003].

Gecmgte diazinonun EB 0zellik gostegine dair veri olmady rapor
edilmistir [JPR, 2000, NPIC, 2009]. Toksik Maddeler ve tahgk Kayit Ajansi
(ATSDR), 2008 yilinda yayinlagh raporda endokrin sistemin diazinon toksisitesine
hassas olamayabilegai aciklamstir [ATSDR, 2008]. EPA, 2012 Kasim ayinda
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yayinladgl raporda diazinonun “Endokrin Bozucu Kimyasallirleme Liste” nde
oldugunu ve EB potansiyel gadigini belirtmitir [EPA, 2012]. Diazinonun EB
Ozellik goOsterdiine dair veriler ise literatirde bulunmaktadir [Ayary, 2008,
Bisson ve Hontela, 2002, EI-Aziz vd., 1994, EI-Madyg ve Attia, 2012, Fattahi vd.,
2009, Jamili vd., 2008 Johari vd., 2010, Larkin Meerdema, 2000, Manabe vd.,
2006, Maxwell ve Dutta, 2005, Moore ve Waring 1986pe, 2006, Zidan, 2009]

2.5. TELEOSTLARIN ENDOKRIN SISTEMi ve STERGD HORMONLAR

2.5.1. Hipotalamik — hipofiz ekseni

Bilinen yaklgik 25.000 balik tirt kendi arasinda alti temel gruyrilir
bunlar; yuvarlak gizlilar (cyclostomata), kikirdakli baliklar (chomtthyes), cgerli
baliklar (dipnoi), kikirdak kemikliler (chondrostetimbalilar (holostei) ve gercek
kemikliler (teleostei)'dir. Teleostlar tum balikrtérinin % 95’ini ve omurgalilarin
neredeyse yarisini kapsamaktadir. Baliklarin endokistemi Uzerine yapilan
argtirmalar genelde salmonidler Uzerinde gyonlasmistir. Bunun harici bazi

ekonomik dgeri olan tirlerde de g#li arastirmalar yapiimaktadir [Kime, 1998].

Sekil 2.2 Atlantik pisibalgl hipofizinin sagital gorinim(RPD, rostral pars distalis ;
PPD, proksimal pars distalis ; PI, pars interme@id; pars nervosa; P,
laktotroplar; C, kortikotroplar; T, thirotroplar;, Ssomatotroplar; GF,
FSH-Uretim gonadotroplari; GL, LH-Uretim gonadotesp SL,
somatolaktotroplar; M,melanotroplar [Weltizen v@02].
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Hipotalamus ve hipofiz bezi butiin endokrin sistdraraber regile ettikleri
icin, herhangi bir kirleticiden gelecek en ufak Hatki, bitin bir organizmayi
olumsuz yonde etkileyecektir. Hipotalamus, vicumeostazisi ve diortamdan
gelen sinyallerin beyin tarafindan algilanip, hipefhormon sentezi ve salinimi icin
gereken komutlarin verilgi temel merkezdir. Hipofiz iki farkli orijinden témis iki
farkli bolimden olgur. Bunlar; noérohipofiz ve adenohipofizdir. Hipaalus,
norohipofizi sinir sistemi Uzerinden direkt uyarwe su ile tuz dengesinin
korunmasini gdayan isotosin ve arjinin vazotosin (AVT) hormonfan
salgilanmasini gtar. Hipofizin pars distalis (adenohipofizin bir Iiint) kismi ise
hipotalamus tarafindan salgilanan saliverme horamotérafindan stimule edilir ve
adrenokortikotropin  (ACTH), tiroid stimile edici hoon (TSH) ve
gonadotropinlerin (GtH-1 ve GtH-II), kortikotrof,hirotrof ve gonadotroflardan
salgilanmasini gtar. ACTH, TSH ve GtH sirasiyla interrenal, tiragié gonadlar
Uzerinde etkilidir. Hipofiz ayrica buyume hormur{fsomatotropin), melanosit
stimule edici hormon (MSH) ve prolaktini salgil@ircok kirleticinin baliklardaki
Ureme sistemi Uzerine olan etkileri direkt olaralngd Uzerinden ¢d cogunlukla

hipotalamus — hipofiz ekseni lizerinden gercgkiektedir [Kime, 1998].

2.5.2. Gonadal hormonlar

Mevsimsel ve lokal faktorlerin etkisiyle beyindenelgn sinyaller
hipotalamik-hipofiz sistemi uyarir. Hipotalamus &hndan salinan saliverme
hormonlari, (gonadotropin salgilatici hormonu, GnRkbrtikotropin saliverme
hormonu, KRH; tirotropin saliverme hormonu, TRHpdfizi uyarir ve hipofizden
peptit hormonlari salinmaya ¢tar. Peptit hormonlari, gonadlar, interrenal doeu
tiroit bezini uyararak ve buralardan hormon saliama neden olur. Memelilerde, iki
gonadotropin hormonu, luteigkirici hormon (LH) ve folikil stimile edici (FSH)
hormon arasindaki denge treme déngtsinin diuzersamheednemlidir. Baliklarda
ise gonadotropin sayisi hakkindaki tartalar devam etmektedir. Butln turlerde
olmasa da genellikle gonadotropin-l1 (GtH-1) ve gdoi@opin-Il (GtH-II) adiyla
bilinen iki hormon mevcuttur. Bu hormonlar vitekojez, spermatojenez, steriod

sentezi ve Vvitellojeninin oositler tarafindan gealinmasindan sorumludur.
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Gonadotropinin  baliklardaki temel roli gonadlarinyaulmasi ve steriod
hormonlarinin saliniminin glanmasidir. Buda ikincil seksuel karakter geti,
gamet olgunlgmasi, kur davragi ve en sonunda yumurtlamaya neden olur [Kime,
1998].

Streriod hormonlarinin etkileri baliklarda memeid gore bariz farklihklar
gosteririr. Erkek baliklarda, 11-ketotestesterof-KI') gonadal ve ikincil seksuel
karakter geliminden sorumlu k@ hormondur. T (memelilerdeki “erkeklik”
hormonu) her iki cinsiyettede salgilanmasingnman fonksiyonu tam olarak
bilinmemektedir. E2 ise gllerdeki temel hormon olup geén oositlerin
foliktllerinde Uretilir. Foliklller testesteronunraiildigi  teka kismi (ditta) ve
testesteronun estradiole d@tiruldigti grantloza kismi (icte) olmak Uzere iki
bolumden olgur. E2'nin ana go6revi karageri stimile ederek VTG dretimini
baslatmaktir. Uretilen VTG daha sonra geln oositlere gecerek gonadahiriik
artisina neden olur [Kime, 1998].

Progesteronun baliklaridaki roli bilinmemektedirakdt progesteronun
olgunlgma surecinde yumurtlamay ¢hattigi disintlmektedir. Baliklarda iki farkli
progesteron vardir. Bunlar; 172@ihydroxy-4-pregnen-3-one (17/2@) ve
17,2(,21-trihydroxy-4-pregnen-3-one (17[2@1P)'dir. Her iki progesteronda
fonksiyonel olarak dier canh tirlerinde oosit olguniaas! sirasinda goérev alan
kortikosteroitler ile benzerlik gostermektedir [Kén1998].

Disilerde, kas! cinsin kur yapmasi ile bkyan oositlerin olgunkama sureci
gonadotropin etkisi altinda germinal vezikulln, ioosperifer kismina gocu ile
devam eder. Gonadotropin daha sonra folikilin tk&Emanini uyararak, 17-
hidroksiprogesteron’un Uretilmesini @ar. 17-hidroksiprogesteron graniloza
hicreleri tarafindan olgunjmay! balatacak steroidlere dogiir. Olgunlamayi
tetikleyen steriodler germinal vezikul kirilmasi(@VvBD)’'a neden olur ve bunu
ovulasyon takip eder [Kime, 1998].

Erkeklerde ise T velveya 11-KT gonadal tekrarlarsimecinde gorev alir.
Gonadotropin ise progesteron uretimini tetiklerd@dspermlerin olgungma surecini
baslatir. Progesteron balik sperminin komposizyonursilnalacgini belirler.
Spermatojenez’in sonsamalarina dgru kandaki 17,20P seviyesi belirgirsekilde
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artar ve testesteronun, 11-ketotestesterona sédmii gerceklgirir [Hentschel vd.,
2000].

2.6.VITELLOJENEZ

VTG, balik gibi ovipar Gireme gdsteren omurgalildeamacgerlerinde Uretilen
ve yumurta sarisinin oncusi olan bir fosfolipoghifateindir. Cinsel olgunkma
doneminde, d@i baliklar gonadlarinda E2 sentezlerler ve E2,aelbtd reseptorlerine
baglandgl yerde hepatositler tarafindan alinarak, VTG tkapsiyonu sirasinda
oncu gorev ustlenir. VTG proteini salgl kanallaandulunan hicreler tarafindan
modifiye edilir ve salgilanir ardindan buyimektaroloositler tarafindan reseptor-
aracili endositoz ile dojana katilir [Nilsen vd., 2003]. i baliklarin Greme
doneminde hizla artan vitellojenin, erkek bireykeide 6strojenin aglindan dolayi
cok disuk oranlardadir. Ancak erkek bireylerin @ ya da sentetik 6strojenlere

maruz kalmasi durumunda ise ¢abucak indiklengBilimpter ve Jobling, 1995].
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2.7.ONCEKI CALISMALAR

Baliklarda EB kimyasallarin etkilerinin belirlenmiede sikga kullanilan
yontemler plazma VTG ve steroid hormon (T ve E2yiyaerinin olciimesidir
[Arukwe ve Goksgyr, 2003, Oberdérster ve Cheek,12Q@bling ve Tyler, 2003,
Kime vd., 1999, Kirby vd., 2004, Matthiessen, 200Betrovic vd., 2009, Porte vd.,
2006 Tyler vd., 1998, Tyler vd., 1999,Arcand-Hoy Benson, 1998, Folmar vd.,
2001, Goodbred vd., 1997, Lavado vd., 2004, Schkelaviayer, 2008, Wu vd.,
2003].

Diazinona (60ug/L) maruz kalanLepomis macrochirdrda serum E2
seviyeleri 6lculmg ve diazinonun E2 seviyelerini azaittiovaryumda da morfolojik
hasara neden olgu belirtilmistir [Maxwell ve Dutta, 2005].

Diazinona maruz kalawlisi Chalcalburnus chalcoidelgrin serum dstrdjen
seviyelerinin belirgirgekilde digtagt belirtilmistir [Jamili vd., 2008].

In vitro bir calsmada diazinonun 0strojenik aktiviteye sahip @duapor
edilmistir [Manabe vd., 2006].

Diger bir in vitro calsmada diazinonunOncorhynchus mykidserin
adrenokortikal hticre kultirlerinde kortizol salimmminhibe edici 6zellik gostergii
bildirilmi stir [Bisson ve Hontela, 2002].

Subletal dozlarda (0.3, 0.8, 1.7, 2.7, 5.6, 13y@85ug/L) diazinona maruz
kalan Atlantik salmonlarinin plazmalarinda progestie(2@-dihydroxy-4-pregnen-
3-one), testesteron ve gonadotropin Il seviyelerthistigl belirtiimistir [Moore ve
Waring, 1996].

Igbal ve Mufti (1992), 30 gin boyunca diazinona wnzakalan baliklarda
gonadal gelim ve gonadosomatik indeks (GSl)’'de belirginsiiitespit etmlerdir
[Larkin ve Tjeerdema, 2000].

Diazinona maruz kalan erkek vesidBrachydanio reriofarin gonadlarinda
progesteron konsantrasyonununstdgli, spermatojenezin azagdi belirtilmistir
[Wall, 1999].

Anabas testudineus£hanna punctatusve Barbodes gonionotutiirlerinde
farkli konsantrasyonlarda diazinon uygulamalarkaracger ve bébrek dokularinda

onemli histopatolojik bulgular ofturdugu tespit edilmgtir [Rahman vd., 2002].

16



Korkmaz, C., 2013. Pullu Sazan (Cyprinus carpio, L., 1758)'da Diazirun Cinsiyet Steroidleri ve
Vitellojenin Diizeyleri Uzerine Etkileri ve Histdpéojisi.

Hazar Denizi'nde ygayan bir balik tiri olanRutilus frisii kutunda
diazinonun farkli degimlerinin, testis dokusunda histopatolojikgaekliklere neden
oldugu ve ayni zamanda treme hicreleri sayilari ilerspaptilitesinde farkliliklara
neden oldgu belirlenmgtir [Mousaleh vd., 2011].

Diazinona maruz kalan gliLepomis macrochirdlgrin ovaryum zarlarinin
inceldigi, yumuwadg ve bazi bolgelerde catlaklar ve fonksiyon kaympla olustugu
bildirilmi stir. Ayrica ovaryumlarin tunica albuginea katmamnthmellar yapida ve
ovaryum duvarinda histolojik hasarlarin yani syagun atrezilerin varfii tespit
edilmistir [Dutta ve Maxwell, 2003].

Diazinona subletal dozlarda maruz kalan erkekbomis macrochirdiarin
testis dokularinda ogan histopatoloji incelenginde, pestisitin farkli stirelerde farkli
etkiler gelstirdigi belirlenmktir. Spermatid sayisinda azalma, seminifer tibdéder
genglemeler, tubdlleri cevreleyen gdokuda ve miyoid hicrelerde azalmalar tespit
edilmistir [Dutta ve Meijer, 2003].

Diazinona 28 gun sdresince maruz kal@ncorhynchus mykidstin
karacgerleri incelenmi ve hepatositlerde hipertrofi ile hicre sitoplazmda
vakuolizasyonlar rapor edilgtir [Banaee vd., 2013a].

Diazinona maruz kalan erkek farelerde plazma test@s seviyelerinde
disUs, genital organlardagarlik azalgl, anormal spermatozoayagbaolarak sperm
hareketlilginde azal rapor edilmgtir [EI-Aziz vd., 1994].

Bes hafta boyunca diazinona (30 mg / kg) maruz kataalérde testis capi ve
agirhginda azal, disuik sperm sayisi, serum testesteron seviyesinglg,daydig ve
sertoli hicre sayilarinda azaliseminifer tubullerde dejenerasyon, LH ve FSH
seviyelerinde argirapor edilmgtir [Fattahi vd., 2009].

5 ve 55 ppm dozlarda 65 gin boyunca diazinona mkalan farelerde serum
LH, FSH ve testesteron seviylerindesti{) GSI azakl ve anormal sperm sayisinda
artis rapor edilmgtir [Zidan, 2009].

Diazinona (2 mg/kg/gin) maruz kalan erkek fareléestis &irliginda azah,
serum LH ve FSH seviyelerinde ig tespit edilmgtir. Ayni calsmada, 4.1 mg / kg
dozda testesteron seviyesinin &itfiakat 8.2 mg / kg dozda testesteron seviyesinin
azaldgi belirtilmistir [EI-Mazoudy ve Attia, 2012].
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28 gun suresince diazinona maruz kalan farelerderséestesteron ve glikoz
seviyelerinde argirapor edilmgtir [Alahyary, 2008].

14 gun siresince diazinona maruz kalagi threlerin serum progesterone
seviyelerinde azalibelirlenmisken LH, FSH ve 0Ostéjen seviyelerinin glgnedisi
rapor edilmgtir [Johari vd., 2010].

90 gun siresince diazinona maruz kalan farelerstisterinde, epitelyal
vakuolasyonda ve gememis kan damarlarinin sayisinda aubelirlenmitir [Toman
vd., 2012]

Jayachandra, (2003) tarafindan yapilan bir sgeda farkh gekim
donemlerinde diazinona maruz kalan farelerin, diges@ yetiskinlik donemlerinde
bazi yan etkilerin ortaya cilgi rapor edilmgtir. Bu farelerde ergenlik ve ygkinlik
doneminde testis galiginda digus ve dejenerasyon, @B-hidroksi dehidrojeneaz
(HSD) seviyesinde azalbelirtiimistir [Jayachandra, 2013].

Diazinona 32 gun boyunca maruz kalan farelenmisier tibul ytzeyi epitel
doku uzunlgunda azak oldugu belirtilmistir [Sarabia vd., 2009].

24 mg / L dozda uygulanan organofosfatli TEPAecilia reticulatdarin
disilerinde ovaryum fonksiyonlarinda bir gigeim olusturmazken erkeklerde
testiktler inhibisyona neden olgtur [Kime, 1998].

4 gun sdresince OFlI quinalphos’a (0.025 mg / Laraz kalanClarias
batrachudarin testislerinde enzim aktivitesinde giigler tespit edilmgtir. Ayni
etkiler OF’li fenitrothion’a (0.3 mg / L) maruz kai sazanlarda da belirlenytii
[Kime, 1998].

OF’li fentrothion’a maruz kalanChanna punctatisrin testislerinde
kolesterol ve fosfolipit seviyelerinin indiklerglive gerileyen steroidojeneze bunun
neden oldgu ifade edilmgtir [Kime, 1998].

2 ay suresince 53 pg/L dozda OF’li monocrotophas&auz kalanPuntius
conchonitarda atretik oosit sayisinin agtibelirlenmgtir. OF’lh methyl-paration’a
(0.1 mg / L) maruz kalaRasbora daniconidkrda ise ovaryum dokusunda belirgin
hasar tespit edilngiir [Kime, 1998].

7 pg/L dozda OF’hh fentihon'a 5 gun suresince makadan tilapyalarda
GSl'de digusler, ovaryum dejenerasyonu, folikuler atreziler ¥emiz suya
birakildiktan dokuz hafta sonra bile yumurtlayamagaalemlenmitir [Kime, 1998].
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OFIi fenitrothion'a (1 mg / L) 30 gun siresince ma kalan Gara
mullydlarda yine GSI'de d§usler ile olgun oositlerde atreziler gorulgttir. OF’li
malathiona (2 mg / L) 6 ay boyunca maruz kaldranna punctatdlgrin ovaryum
gelisiminde 3. ve 4. tip oositlerin atrezilereghaolarak gelsemedgi belirlenmistir.
20 gun suresince OFli malathiona (2 mg / L) markalan Orechromis
mossambicukrda olgun oositlerde atreziler gozlemlentimi Benzer bulgular OF
insektisitlerden, chlorfenvinphos (0.003 mg / Lgtrachlorvinpos (0.15 mg / L),
mevinpos (0.00012 mg / L)’da da belirlentiri [Kime, 1998].

Subletal konsantrasyonlarda (5 pl/L) 4 hafta stasiOFlI malathiona
maruz kalan d¢i H. fosilluslarda Greme dénemi sonrasi ve dinlenme fazinda T
seviyeleri 6lctlm& ve kontrol grubuna kiyasla T seviyelerinde belirgir desisim
gozlenmemytir. Ayni sonuclar, E2 hormonu icinde bulungniakat dreme dénemi
oncesi ve Ureme donemi sirasinda estrone (E1) hmmum azaldyi gozlenmitir.
Ayni calsmada OF’li malathionun, t#hidroksiprogesterone (&7fOHPg) hormon
seviyelerini dgirtict yonde etki yagt tespit edilmgtir [Singh ve Singh, 1992].

Yapilan baka bir calsmada OFli malathionun steroid hormon seviyelerini
belirgin sekilde deistirdigi saptanmgtir. 4 hafta suresince subletal seviyelerde (4
ppm) malathiona maruz kal&@arias batrachu$arda serum T ve E2 seviyelerinin
belirgin oranlarda diitigti belirlenmgtir [Singh ve Singh, 1987].

OFli  chlorprifos-ethyl'e  maruz  kalan Clarias gariepinudarin
karacgerlerinde sinuzioidlerde gesemeler, hemoraji, piknotik c¢ekirdek, hicre
sitoplazmasinda vakuolizasyon, konjezyon ve nekrohdlgelerin  olgtugu
belirtilmistir [Ogueji vd., 2007].

OF’li  chlorprifos-ethyl'e  maruz kalanOreochromis mossambiclasin
karacgerlerinde vakuolizasyon, safra kanallarinin giemnesi ve nekrotik bdlgelere
rastlanildgl bildirilmistir [Aniladevi vd., 2008].

OF'li dichlorvos’a maruz kalarCirrhinus mrigalalarin karacgerlerinde
konjesyon, vakuolar dejenerasyon, karyoliz, karksi® sinuzoidlerde dilatasyon ve
cekirdek buyumesi gibi patolojilerin ortaya c¢gtibildirilmistir [Velmurugan vd.,
2009].

OF'li fenitrothion'a maruz kalarChanna ounctatusrin karacgerlerinde

merkezi venalarda dilatasyon ve hidropik dejenevasya asidi infiltrasyonu,
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yangisal hicre toplanmalari, pagemal vakuolasyon ve nekroz gibi durumlarin
olustugu belirtilmistir [Akhter, 2013].

OFl  glyphosate’a maruz kalan Piaractus mesopotamicierin
karacgerlerinde sitoplazmik vakuolizasyon, lipid birikinvie glikojen azlg gibi
bulgulara rastlangdi belirtiimistir [Shiogiri, 2012].

OF’li trichlorfon’a maruz kalarProchilodus lineatutarin karacgerlerinde
hepatositlerde piknoz, nekrotik alanlar, hiicre @i ve capinda varyasyonlarin
ortaya ciktgl bildirilmistir [Rodrigues vd., 2001]

2.8. ONEMI ve AMACI

Dunya’'da ve Ulkemizde o6zellikle tarim alanlarindestgsitlerin kullanimi
giderek yayginlgmaktadir. Bilingsizsekilde kullanilan bu ilaglar sucul ortamlara
karisip geng alanlara yayllmakta ve ekosisteme ciddi zararlamektedir. Etkilerini
sadece toksik @@ ayni zamanda endokrin sistemi bozugekilde goOsteren bu
kimyasallarin son donemlerde yapilangdocalsmalarinda sik¢a gorulen erkek
bireylerde dilesme ile iligkilendirildigi gorulmektedir. Laboratuar kallarinda
yapilacak olan bu ¢camada diazinonun EB etkisinin olup olmgehin belirlenmesi
hem toplumsal génenc hemde bilimsel birikim aciama@nlamdir. Sucul Kirliin
ortaya konmasi agarmalarinda son doénemlerde biyoindikator kavranaygmn
olarak kullanilmaya bganmstir. Biyoindikatdr olarak en c¢ok biyokimyasal,
fizyolojik ve histolojik indikator kavramlari kullalmaktadir. Bu nedenle bu
calismada organofosfatli bir pestisit olan diazinon’daynaklanabilecek olasi bir su
kirlili gi durumunda baliklarda odacak histolojik dgisikliklerin indikator bir veri
olarak dgerlendirilip deserlendirilemeyecgnin ortaya konmasi amaclanmaktadir.
Bunun yani sira diazinonun su drtnleri yticili ginde antiparaziter bir ila¢ olarak
kullaniimasi, olgturabilecgi olumsuz etkilerin tespit edilmesi acisindan darin
tasimaktadir. Ayrica s6z konusu pestisitin kagacde biyoindikator bir veri olarak
degerlendirilen VTG ve cinsiyet steroid seviyelerinde gibi deisiklige neden
oldugu ve EB etkisinin dizeyi agarilacaktir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. MATERYAL

3.1.1. Calisma materyali

Arastirmada kullanilan balik sayisi 36 adet deney vad&t kontrol olmak tzere
toplam 54 adettir. Balik tlrii ola@yprinus carpidar, Devlet Suisleri (DSI) Adana
6. Boélge Mudurlgiinden temin edilerek 2 ay boyunca laboratuvagukarinda
adaptasyonlari g@anmstir. Dinlendirilmis ¢cesme suyu ile gin s su degisimi
yapillms ve havalandirma merkezi sistem il&lsamstir. Laboratuar kgullarinda,
12 saatlik aydinlhk/karanhk periyodu @anmstir. Baliklar, adaptasyon ve deney
stiresince, giinde 2 defa viicgtraklarinin % 2'si kadar pond yem (Teft@ond Koi
Sticks) ile beslenmgtir. Suyun fiziko-kimyasal 6zellikleri, sicaklik 24 1 °C, pH
7,30 = 0,20, ¢b6zunmioksijen 7,10 + 0,12 ppm ve sertlik 252,16 * 4,@8npGCO3
belirlenmitir. Denemelerde kullanilan baliklarin ortalangriklan 19,88 + 6,68 ve
ortalama boylari da 9,42 + 0,96 cm olarak oOlcUtiati Denemeler kontrolll olarak

yuratalmuagtar.
3.1.2. Calismada kullanilan kimyasallar ve kitler
Calsmada kullanilan rutin kimyasallar, Sigma-Aldrichidesatin alinnytir.
Testesteron (582701), dstrojen (582251) ve Carellgjenin (10004993) EIA kitleri

Cayman Chemicals firmasindan satin algimi Pestisit olarak Diazinon-
Basudiff(Syngenta)'in 650 g/L’lik ticari formu kullaniingtir.
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3.2.YONTEM

3.2.1. Diazinon uygulamasi

Deneyler iki tekrarl olarak yurutilngive her tekrarda 3 balik kullanilgbr.
Deneme suresince baliklar 114 cm x 114 cm x 38iberdlas tanklarda tutulngtur.
C. carpid da diazinonun 96 saat kg deseri 9,76 mg / L bildirilmgtir [Ahmad,
2011]. Baliklar cinsiyetlerine goére iki gruba aymi, gruplarda kendi aralarinda iki
farkli doz ve bir kontrol grubu ofturmak icgin tekrar ayrilmlardir. Birinci gruba 96
saat LGo dezerinin % 5’ i olan 0,488 mg / L, ikinci gruba isé Saat LGy degerinin
% 10u olan 0,976 mg / L subletal demleri 7, 15 ve 30 gun sirelerle
uygulanmgtir. Akvaryum sulari, pestisit dennlerinde olabilecek dgsimleri
engellemek amaciyla 24 saat araliklgigh&ilmi stir.

3.2.2. Kan ve doku ornekleri

Deneme sureleri sonunda her akvaryumdan rastejelan 3 balik fenoksi-
etanol (Sigma Aldrich) ile bayiltiinmive kuyruk yizgeclerinden alinan kan 6rnekleri
santrifilj taplerine alinmlardir. Kan almasgleminden sonra baliklarin karger ve
gonadlari disekte edilrtir.

Kan 6rnekleri +4C’de 3000 g, devirde 10 dakika santrifijlendiktigma 2-16
PK) sonra serumlar alingive hormon analizinde kullanilana kadar -8D'de
bekletilmistir.

Kan alimindan sonra kargeir ve gonadlar disekte edilgnre histolojik inceleme

amacltyla % 10’luk nétral formalin sollisyonuna aktarstir.

3.2.3. Testesteron analizi

Serum T seviyelerinin belirlenmesinde ticari kiegfosterone EIA kit, Cayman,
USA) kullaniimstir. Kit protokoliine gore hazirlanan standart veetderden 50 pl
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alinarak 96 kuyucuklu mikroplaklara eklertivi. EIA Bufferdan 100 pl alinarak
Non-Spesifik Binding (NSB) kuyularina, 50 pul aliakr Maximum Binding
kuyularina eklennstir. Testosterone AChE Tracer'dan 50 pl alinarakal dctivity
(TA) ve Blank (Blk) kuyulari haric tim kuyulara ekimgtir. Daha sonra
Testosterone EIA Antiserum’dan 50 pl alinarak TAx e NSB hari¢ tum kuyulara
eklenerek oda sicakinda orbital calkalayicida 2 saat boyunca inkibasyo
yapiimstir. Inkiibasyon sonunda yikama tamponuyla kuyular 5 safe@mmstir.
Tam kuyulara 200 pl Ellman’s Reagent eklgiini Tracerdan 5 pl alinarak TA
kuyularina eklenmstir. Plastik film ile kaplanan mikroplaklarin kadan odada
orbital calkalayicida 90 dakika boyunca inkibasydeklenmg ardindan 405 nm
dalga boyunda Mikroplate Elisa okuyucu (Diagno&tasteur, LP 400, Germany) ile
okumasi yapilngtir. Okunan dgerler ile standart @i olusturulmus ve oluturulan

standart gri ile 6rneklere ait konsantrasyongdeleri hesaplanngir.

3.2.4. 17B-estradiol analizi

Serum E2 seviyelerinin belirlenmesinde ticari Kas{radiol EIA kit, Cayman,
USA) kullaniimstir. Kit protokoliine gore hazirlanan standart veetderden 50 pl
alinarak 96 kuyucuklu mikroplaklara eklertivi. EIA Bufferdan 100 pl alinarak
Non-Spesifik Binding (NSB) kuyularina, 50 pul aliakr Maximum Binding
kuyularina eklenmgtir. Estadiol AChE Tracer'dan 50 pl alinarak Todativity (TA)
ve Blank (BlIk) kuyulari hari¢ tim kuyulara eklemytii. Daha sonra Estadiol EIA
Antiserum’dan 50 pl alinarak TA, Blk ve NSB harigm kuyulara eklenerek oda
sicaklginda orbital calkalayicida 1 saat boyunca inkubasyoyapilmstir.
Inkiibasyon sonunda yikama tamponuyla kuyular 5 sefanmstir. Tim kuyulara
200 pl Ellman’s Reagent eklegtir. Tracerdan 5 pl alinarak TA kuyularina
eklenmitir. Plastik film ile kaplanan mikroplaklarin kaddén odada orbital
calkalayicida 90 dakika boyunca inkibasyonu bekigramdindan 405 nm dalga
boyunda Mikroplate Elisa okuyucu (Diagnostic PastdlP 400, Germany) ile
okumasi yapilngtir. Okunan dgerler ile standart @i olusturulmus ve oluturulan

standart gri ile 6rneklere ait konsantrasyongdeleri hesaplanngiir.
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3.2.5. Vitellojenin analizi

Serum Vitellojenin (VTG) seviyelerinin belirlenmaslie ticari kit (Carp
Vitellogenin Elisa Kit, Cayman, USA) kullanilgtir. VTG desisken bir molekdl
olmasindan dolayl analiz sirasinda tim ornekler bmerinde cabilmistir. Kit
protokoliine gore hazirlanan standart ve 6rnekledd®nh pl alinarak 96 kuyucuklu
mikroplaklara eklenmgtir. Sulandirma tamponundan 100 pl NSB kuyularina
eklenmitir. Mikroplaklar plastik film ile kaplanarak 1 sa@oyunca inkibasyonu
yapiimstir. Inkiibasyon sonunda yikama tamponuyla (300 pl) kuyGlasefer
yikanmstir. Belirleyici antikordan (Detecting antibody) @@l alinarak tim kuyulara
eklenmitir. Mikroplaklar tekrar plastik film ile kaplanmive 1 saat boyunca
inkiibasyonu yapilntir. inkiibasyon sonunda yikama tamponuyla (300 pl) kuygila
sefer yikannytir. Sekonder antikordan 100 pl alinarak tim kusalaklenmgtir.
Mikroplaklar tekrar plastik film ile kaplanmive 1 saat boyunca inkibasyonu
yapilmstir. inkiibasyon sonunda yikama tamponuyla (300 pl) kuy6lasefer
yikanmstir. Oda sicakfiinda (20 — 25C) ve karanlikta plastik film ile kaplanan
mikroplaklarin 30 dakika boyunca inkiibasyonu yamtm Inkiibasyon sonunda 50
ul sulfirik asit (HSOy) reaksiyonu durdurmak amaciyla tim kuyulara ekignra 5
dakika sonra Microplate Elisa okuyucu (Thermo Sifien Multiscan Go) ile
okunmutur. Okunan dgerler ile standart@i olusturulmus ve olwturulan standart
egri ile orneklere ait konsantrasyongdgleri hesaplanngtir.

3.2.6. Histolojik inceleme

Histolojik inceleme amaciyla baliklardan kagger ve gonad dokulari %
10’luk notral formalin solisyonuna alinarak tesgilmis ardindan rutin doku takibi
islemleri sonrasinda parafine gomilerek 3-5 mikromink&inda doku kesitleri
alinmstir. Bu kesitler Hematoksilen Eozin yontemi ile lboyns ve sik
mikroskobunda incelenerek f@mflar ¢ekilmgtir. Uygulanan glemler Cizelge 3.1

ve 3.2’de gosterilngtir [Short ve Meyers, 2001].
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Cizelge 3.1. Parafin Doku Takibjlemleri

YONTEM SURE YONTEM SURE
.. e ..
Uygulama Sire o |Uygulama Sire
5 =z
<y
©
- £
§ %710’ luk Formalin 48 saat (_%” Ksilol 1 saat
- g
(¢D)
70
%70’'lik Alkol 1 saat Ksilol 1 saat
A e !
%085'lik Alkol 1 saat Q@ Sivi parafin 1 saat
o
©
<
0695'lik Alkol 1 saat Sivi Parafin 1 saat
<
£
8 o
2 | %95'lik Alkol lsaat E Parafinle Bloklama
c 0
o] O
o
>
<
5 2%095’lik Alkol 1 saat
>
()]
©
S
T | %100'lik Alkol 1 saat
Q
2%100’luk Alkol 1 saat
%100’lik Alkol 1 saat
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Cizelge 3.2. Hematoksilen-Eozin (Hx&E) Boyama Yéimnt

Asit alkolden gecirme

Kapatma (Entellan)

YONTEM SURE YONTEM SURE
. Yikama (¢ceme suyunda) | 1 dakika
) ©
@ 1S
N . S
.% 4 dakika 2’| Amonyaktan gegirme 1 dakika
?} Ksilol %J
a % Yikama (¢cgme suyunda) | 2 dakika
K]
© .
c _ ' X | % 95 Etil Alkol .
S 1% 100 Etil Alkol 2 dakika 1 dakika
<
<
o
<
§ _ 1 dakika Eozin 1 dakika
% 80 Etil Alkol
e 1 dakika _
al . % 100 Etil alkol _
3] Distile suda yikama 4 dakika
E
- _ 3 dakika
iE’ Hematoksilen
Q
© _ 2 dakika _ 3 dakika
<| Musluk suyu ile durulama Ksilol
1 dakika

3.2.7. Istatiksel analiz

Analizlerde SPSS 11.5 paket programi kullargtimiVeriler aritmetik

ortalamazstandart hata olarak veritimi Kontrol

ve deney gruplan arasindaki

fark OneWay ANOVA testi kullanilarak belirlengtir. p<0.05 dizeyi 6nemli kabul

edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTI SMA

4.1. BULGULAR

Diazinonun iki farkh subletal deiminin etkisinde, C. carpidlarin
serumlarinda E2, T ve VTG seviyeleri belirlenerk&tacger ve gonadlarda odan
histopatolojik bulgular tespit edilgtir. Deney siresince baliklarda her hangi bir
davrang degisikligi ve mortalite gozlenmemtir. Bulgulara ait veriler gagida
sunulmutur.

4.1.1. Erkek baliklarda serum E2, T ve VTG seviyeleri

4.1.1.1.Serum E2 seviyeleri

7, 15 ve 30 gun stresince 0,488 mg / L ve 0,976/nhgdersimlerde
diazinona maruz kalan erké€k carpidlarin serum E2 seviyelerinin kontrol grubuna
gore arty gosterdgi belirlenmitir. 7. ve 30. gunlerde belirlenen arher iki dergim
icinde istatistiksel olarak dnemli bulungtur (p < 0.05, Cizelge 4.8ekil 4.1). 15.
glinde belirlenen attise sadece yuksek dgm uygulamasi i¢cin 6nemli bulunngtwr
(p <0.05).

Cizelge 4.1. Diazinonun farkli subletal demlerinin etkisine maruz kalarC.
carpiolarin erkek bireylerinde 7., 15. ve 30. ginlerderusn E2

seviyeleri.
Sure (Gun)
Derisim (mg / L) 7. Gun 15. Gun 30. Gin
Kontrol 378,4 + 13,9¢” 398,40 + 30,46 372,80 + 44,8¢"

0,488 mg /L 44530 +45,8Y 511,90 +16,76™ 693,70 + 65,16

0,976 mg /L 582,05 + 27,38 649,00 + 39,60 1041,35 + 123,58
Degerler aritmetik ortalamazstandart hata olarak wasiir. a, b, ¢ ve d harfleri

sureler; x, y ve z harfleri dgmmler arasi ayrimi gostermektedir. p<0.05 dizeyi
onemli kabul edilmitir.
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O Kontrolm 0,488 mg /1 00,976 mg /|

1200
1000
800
600
400
200

E2 Seviyeleri (pg/ml)

7. GUn 15. Gin 30. Gin

Sire (Gun)

Sekil 4.1. Diazinonun farkli subletal dgmlerinin etkisine maruz kalarC.
carpiolarin erkek bireylerinde 7., 15. ve 30. gunlerderusn E2

seviyeleri.

4.1.1.2.Serum T seviyeleri

7, 15 ve 30 gun suresince 0,488 mg / L ve 0 976./mhgdersimlerde
diazinona maruz kalan erkék carpidlarin serum T seviyelerinin kontrol grubuna
gore azal gosterdgi belirlenmitir. Bu azals 7. glnde istatistiksel olarak énemli
bulunurken (p < 0.05), 30. guinde istatistiksel @kadnemsizdir (p > 0.05). 15. gin
sadece yuksek denn uygulamasindaki astistatistiksel olarak énemlidir (p < 0.05)

(Cizelge 4.25ekil 4.2).
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Cizelge 4.2. Diazinonun farkli subletal demlerinin etkisine maruz kalarC.
carpiolarin erkek bireylerinde 7., 15. ve 30. gunlerderusn T

seviyeleri.
Sure (Gun)
Derisim (mg /L) 7. Gun 15. Giun 30. Gin
Kontrol 145,30 + 26,99 135,80+ 6,20 143,40 + 17,8¢"
0,488 mg/ L 37,20 +11,68  93,20+29,56 109,50 + 38,06"
0,976 mg/ L 38,25 + 5, 7% 57.10 + 27,26 132,15 + 22,08*

Degerler aritmetik ortalamazstandart hata olarak wasiir. a, b, ¢ ve d harfleri
sureler; x, y ve z harfleri dgmmler arasi ayrimi gostermektedir. p<0.05 dizeyi
onemli kabul edilmitir.

@ Kontrolm 0,488 mg /1 00,976 mg /|

160
140
120 [ ]
100
80
60
40
20 .

0
7. GlUn 15. Gin 30. Gun

Sire (Gin)

T Seviyeleri (pg/ml)

Sekil 4.2. Diazinonun farkli subletal dgmlerinin etkisine maruz kalarC.
carpiolarin erkek bireylerinde 7., 15. ve 30. gunlerderusn T
seviyeleri.
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4.1.1.3.Serum VTG seviyeleri

7, 15 ve 30 gun siresince 0,488 mg / L ve 0 976./mgdersimlerde
diazinona maruz kalan erke€. carpidlarin serum VTG seviyelerinin kontrol
grubuna gore 15. ginde argosterdgi ve bunun istatistiksel olarak 6énemli ofglu
(p<0.05) belirlenmgtir. 7. giinde d§iik dergim uygulamasinda seviyelerdegigm
olmazken, yuksek derm uygulamasinda astigbzlenmgtir. Bu artsta istatistiksel
olarak 6nemli bulunmgiur (p < 0.05). 30. glnde yiksek den uygulamasinda ise
azalma olurken bu azalmanin istatistiksel olaralendin olmadgl (p > 0.05)
belirlenmitir. 30. gun uygulamasinin gik dersiminde belirlenen ariistatistiksel
olarak 6nemli bulunmyur (p < 0.05, Cizelge 4.3¢ekil 4.3).

Cizelge 4.3 Diazinonun farkl subletal dgmlerinin etkisine maruz kalarC.
carpiolarin erkek bireylerinde 7., 15. ve 30. gunlerderusn VTG

seviyeleri.
Sdre (Gun)
Derisim (mg /L) 7. Gun 15. Gun 30. Gin
Kontrol 217,00 + 35,08 307,00 + 39,06" 315,00 + 65,06"

0,488 mg /L 217,00+ 15,0%  3079,00 + 195,08 1164,00 + 108,06

0,976 mg /L 2591,50 + 355,89 3714,00 + 89,067 167,50 + 13,50

Degerler aritmetik ortalamazstandart hata olarak weagiir. a, b, ¢ ve d harfleri
sureler; x, y ve z harfleri dgmmler arasi ayrimi gostermektedir. p<0.05 dizeyi
onemli kabul edilmitir.
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O Kontrolm 0,488 mg /1 00,976 mg /|

4000
3500 (]
3000
2500
2000
1500

1000
500
I N |

7. GlUn 15. Gin 30. GiUn
Sire (Gun)

VTG Seviyeleri (pg/ml)

o
|

Sekil 4.3. Diazinonun farkll subletal dgimlerinin etkisine maruz kalarC.
carpiolarin erkek bireylerinde 7., 15. ve 30. gunlerderusn VTG
seviyeleri.

4.1.1.4.Serum E2 ve T seviyeleri arasindakgkli

7, 15 ve 30 gin suresince 0,488 mg / L ve 0 976./mgdersimlerde
diazinona maruz kalan erkeR. carpidlarin serum E2 seviyeleri kontrol grubuna
gore degime bal olarak arty gosterirken, serum T seviyeleri agaj0stermstir.
Bu bulgular,Sekil 4.4, 4.5 ve 4.6’da gosterilgtir.

700 160
600 T 140
g [ 3
&? el + 80 .(C/I)S')
& 300 + oo
€ 200 | . . ‘a0 2
& 100 + 10 @
0 ‘ ‘ 0
Kontrol 0,488 mg/ L 0,976 mg/ L

‘ —a— 178 - Estradiol —e— Testesteron ‘

Sekil 4.4. 7 gun suresince iki farkl subletal doztilazinona maruz kalan erkék
carpiolarin serum E2 ve T seviyeleri.
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700 160

600 T 140
5 1120 5
3 500 152 °
Z + >
@ 400 + ! =
2 300 T80 »
w =P +60
€ 200 + i 5
2 0 g
3 n
» 100 + 1 20

0 1 1 0
Kontrol 0,488 mg /L 0,976 mg /L
‘ —=— 178 - Estradiol —e— Testesteron ‘

Sekil 4.5. 15 gun siresince iki farkli subletal daatlazinona maruz kalan erkék
carpiolarin serum E2 ve T seviyeleri.

1200 160
= 1000 + 1 140 .
% T 120 ©

800 + )
% 1100 >
% 600 + 180 &
o [
£ 400 | 19 ¢
3 +40 3
& 200+ t20 ?

0 1 1 0
Kontrol 0,488 mg /L 0,976 mg/ L
‘ —=— 178 - Estradiol —e— Testesteron ‘

Sekil 4.6. 30 gun siresince iki farkli subletal daatlazinona maruz kalan erkék
carpiolarin serum E2 ve T seviyeleri.

4.1.1.5.Serum E2 ve VTG seviyeleri arasindakghli

7, 15 ve 30 gun siresince 0,488 mg / L ve 0 976./mgdersimlerde
diazinona maruz kalan erkeR. carpidlarin serum E2 seviyeleri kontrol grubuna
gore degime bal olarak arty gosterirken, VTG seviyeleri 7. giinde yiksek geri
uygulamasinda, 15. ginde her iki dende, 30. ginde duk dersimde kontrol
grubuna gore agtigostermgtir. 30. ginde yuksek denm uygulamasinda VTG
seviyesi azalmy 7. ginde diiik dersim uygulamasinda ggsim olmamstir. Serum
E2 ve VTG seviyeleri arasindakiski streye bgl olarak Sekil 4.7, 4.8 ve 4.9'da

verilmistir.
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700 3000
600 + + 2500 =
g 500 + %
< 2000 2
3 400 | &
N T 1500
o 300 + =

1 >
£ 200 | 1000 c
5] 2
» 100 + T 500 @
0 ht : b : 0
Kontrol 0,488 mg /L 0,976 mg/ L
‘ —=— 178 - Estradiol —e— Vitellogenin ‘

Sekil 4.7. 7 gun suresince iki farkl subletal doatiazinona maruz kalan erkeék
carpiolarin serum E2 ve VTG seviyeleri.

700 4000

600 + - 3500 =
g 500 & 4 3000 §
3 400 + T 20 3
2 200 | + 2000 9
'-'E-' + 1500 S
2 200 + + 1000 §
» 100 + 1 500 g

0 1 1 0
Kontrol 0,488 mg/ L 0,976 mg/ L
‘ —=— 17 - Estradiol —e— Vitellogenin ‘

Sekil 4.8. 15 gun siresince iki farkli subletal daatlazinona maruz kalan erkék
carpiolarin serum E2 ve VTG seviyeleri.

1200 1400
.= 1000 + + 1200 _
s s
< 800+ + 1000 2
3 1800 3
9 600 + 2
i + 600 S
£ 400 + | w0 2
2 200 + a_:;
@ 200 §
0 1 1 0
Kontrol 0,488 mg/ L 0,976 mg/ L
‘ —=— 17 - Estradiol —e— Vitellogenin ‘

Sekil 4.9. 30 gun siresince iki farkli subletal daatlazinona maruz kalan erkék
carpiolarin serum E2 ve VTG seviyeleri.
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4.1.2. Disi baliklarda serum E2, T ve VTG seyiyeleri

4.1.2.1.Serum E2 seviyeleri

7, 15 ve 30 gin suresince 0,488 mg / L ve 0 976./mgdersimlerde
diazinona maruz kalangliC. carpidlarin serum E2 seviyelerinin kontrol grubuna
gore dgiskenlik gosterdii belirlenmitir. Ancak bu ary ya da azadlar istatistiksel
olarak dnemli bulunmargtir (p > 0.05). Yiksek detim uygulamasinin 30. glininde
gorulen ary miktari istatistiksel olarak énemli bulungtur (p < 0.05, Cizelge 4.4,
Sekil 4.10).

Cizelge 4.4 Diazinonun farkl subletal dgmlerinin etkisine maruz kalarC.
carpiolarin disi bireylerinde 7., 15. ve 30. gunlerde serum E2

seviyeleri.
Sure (Gun)
Derisim (mg /L) 7. GUn 15. Gin 30. Gun
Kontrol 507,60 + 8,3¢" 528,80 +23,7¢ 614,85 + 33,25"

0,488 mg /L 412,65 +50,55 724,60 + 86,3¢ 588,40 + 105,4¢

0,976 mg /L 638,10 + 126,40 577,65+ 31,78 748,55 + 38,85’

Degerler aritmetik ortalamazstandart hata olarak wasiir. a, b, ¢ ve d harfleri
sureler; x, y ve z harfleri dgmmler arasi ayrimi gostermektedir. p<0.05 dizeyi
onemli kabul edilmitir.
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O Kontrolm 0,488 mg /LO0,976 mg /L
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Sekil 4.10 Diazinonun farkli subletal dgmlerinin etkisine maruz kalarC.
carpiolarin disi bireylerinde 7., 15. ve 30. glnlerde serum E2
seviyeleri.

4.1.2.2.Serum T seviyeleri

7, 15 ve 30 gun suresince 0,488 mg / L ve 0 976./mhgdersimlerde
diazinona maruz kalan g@liC. carpidlarin serum T seviyelerinin kontrol grubuna
gore dgiskenlik gosterdii belirlenmitir. Ancak bu ary ya da azagiar istatistiksel
olarak 6nemli bulunmartir (p > 0.05, Cizelge 4.%ekil 4.11).

Cizelge 4.5 Diazinonun farkli subletal dg@mlerinin etkisine maruz kalarC.
carpiolarin disi bireylerinde 7., 15. ve 30. glinlerde serum T geleiri.

Sdre (Gun)
Derisim (mg /L) 7. Gun 15. Gin 30. Gun
Kontrol 59,10 + 1,8¢" 58,30 + 11,20% 55,80 * 33,16"
0,488 mg /L 28,95 + 0,98 67,60 + 21,36* 48,85 * 3,25%
0,976 mg /L 61,80 + 17,00 32,10 + 12,76% 70,60 + 16,06

Degerler aritmetik ortalamazstandart hata olarak wasiir. a, b, ¢ ve d harfleri
sureler; x, y ve z harfleri dgmmler arasi ayrimi gostermektedir. p<0.05 dizeyi
onemli kabul edilmitir.
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(0]
o

~
o

[e2]
o

a
o

w
o

N
o

T Seviyeleri (pg/ml)
N
o

(=Y
o

7. GUn 15. Gln 30. GiUn
Sire (Gun)

o

Sekil 4.11. Diazinonun farkh subletal dgmlerinin etkisine maruz kalarC.
carpiolarin disi bireylerinde 7., 15. ve 30. guinlerde serum T peleiri.

4.1.2.3.Serum VTG seviyeleri

7, 15 ve 30 gun siresince 0,488 mg / L ve 0 976./mgdersimlerde
diazinona maruz kalangliC. carpidlarin serum VTG seviyelerinin kontrol grubuna
gore dgiskenlik gosterdii belirlenmitir. 15. ve 30. gunlerde VTG seviyeleri
derisime bal olarak digmuis ve bu dgusler istatistiksel olarak 6nemli bulunrgtur
(p < 0.05). 7. gun diilk dersim uygulamasinda VTG seviyesi azalirken, yiksek doz
uygulamasinda asti gostermgtir. Bu arts ve azal istatistiksel olarak 6nemli
bulunmutur (p < 0.05) (Cizelge 4.6ekil 4.12).
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Cizelge 4.6 Diazinonun farkl subletal dg@mlerinin etkisine maruz kalarC.
carpiolarin disi bireylerinde 7., 15. ve 30. glUnlerde serum VTG

seviyeleri.
Sure (Gun)
Derisim (mg /L) 7. Gun 15. Gun 30. Gin
Kontrol 2880,00 + 67,00 3636,50 + 13,56° 7045,00 + 198,06

0,488 mg /L 343,50 + 24,50 2012,00 + 18,08/ 1184,00 + 128,56

0,976 mg /L 3039,50 + 98,30 344,00 £ 24,06* 430,00 + 46,06

Degerler aritmetik ortalamazstandart hata olarak weagiir. a, b, ¢ ve d harfleri
sureler; x, y ve z harfleri dgmmler arasi ayrimi gostermektedir. p<0.05 dizeyi
onemli kabul edilmitir.

O Kontrolm 0,488 mg /|1 00,976 mg /| ‘
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0 — T
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VTG Seviyeleri (pg/ml)

Sekil 4.12. Diazinonun farkh subletal dgmlerinin etkisine maruz kalarC.
carpiolarin disi bireylerinde 7., 15. ve 30. gunlerde serum VTG
seviyeleri.
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4.1.2.4.Serum E2 ve VTG seviyeleri arasindakghli

7, 15 ve 30 gun siresince 0,488 mg / L ve 0 976./mgdersimlerde

diazinona maruz kalan @i C. carpidlarin serum E2 seviyelerinde ortaya cikan

degisiklikler, VTG seviyelerinde ar§iveya azaka neden olmgtur. (Sekil 4.13, 4.14,

4.15).
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Sekil 4.13. 7, 15 ve 30 gun surelerinceidC. carpidlarin serumlarinda kontrol
grubunda belirlenen E2 ve VTG seviyeleri ve araldaki iligki.
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Sekil 4.14. 7, 15 ve 30 gun surelerincei d. carpidlarin serumlarinda 0,488 mg / L
derisim seviyesinde belirlenen E2 ve VTG seviyeleri valarindaki

ili ski.
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Sekil 4.15. 7, 15 ve 30 gun surelerincei @. carpidlarin serumlarinda 0,976 mg / L
derisim seviyesinde belirlenen E2 ve VTG seviyeleri valarindaki
ili ski

4.1.3. Histolojik Bulgular

Histolojik inceleme amaciyla baliklardan kaggasi ve gonad dokulari (testis -
ovaryum) alinmyg ve mikroskop altinda incelenmeleri sonrasinda ettieen bulgular

asagida sunulmstur.

4.1.3.1 Karacier Dokusu

Kontrol grubunun karager dokulari incelendinde; karagier dokusu
paregiminin hepatosit adi verilen hicrelerden gigu bunun yanisira karar
dolasimini s&layan arter, vena ve bunlarin uzantisi kilcal démnadan sintzoidler
ile safra kanallarinin vagh gézlemlenmitir. Ayrica karacger icerisinde dalmis bir
sekilde bulunan pankreatik doku da tespit editm{Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Kontrol karager dokusu (HxE, x100) (PD: Pankreatik doku, Skir&
kanali, Mv: Merkezi vena, S: Sinuzoid)

0.448 mg / L konsantrasyonunda diazinonun uygufan@.carpidlarin
karacgerlerinde sintzoidlerde ve venalarda dilatasyoidakonjesyonlarin yanisira
lenfosit infiltrasyonu belirlenmgj ayrica hepatositlerde piknotik cekirdek
gozlenmitir (Sekil 4.17, 4.18). Pankreatik dokunun cevregegiortal damarlarda da
proteokazetdz bir sivinin birikimi tespit ediktii (Sekil 4.19). Bahsedilen sivi
birikimi 0,976 mg / L konsantrasyonda diazinonunguiandgl baliklarda da
belirlenmis (Sekil 4.20), ayrica bu konsantrasyonun uygulgntaliklarda merkezi
damarlarda ve safra kanallarinda dilatasyonlar, matkrda konjesyonlar,
hepatositlerde piknotik ¢cekirdek ve nekrozlar tesgdilmis, bunun yaninda pigment
birikimlerinin varligi da saptannguir (Sekil 4.21, 4.22, 4.23).
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Sekil 4.17. 0.448 mg / L diazinon uygulanmasinda . (3§un) karacier
sinlizoidlerinde dilatasyon ve konjesyon, piknotékicdekli hepatositler
(okbalari) (oklar) (HXE, x200)

Sekil 4.18. 0.448 mg / L diazinon uygulanmasinda. (§0n) karagierde vena
konjesyonu (KO), lenfosit infiltrasyonu {).(HXE, x200)
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Sekil 4.19 0.448 mg / L diazinon uygulanmasinda (80n) karagierde portal
venalarda proteokaze6z sivi birikimi (*) (HXE, X80

Sekil 4.20. 0,976 mg / L diazinon uygulanmasindag{ih) karagierde sinuzoidlerde
(oklar) proteokazedz sivi birikimi (*) piknotik ce®lekli hepatositler
(okbalari) (HXE, x200)

42



Korkmaz, C., 2013. Pullu Sazan (Cyprinus carpio, L., 1758)'da Diamiun Cinsiyet Steroidleri ve
Vitellojenin Diizeyleri Uzerine Etkileri ve Histajpéojisi.

Sekil 4.21. 0,976 mg / L diazinon uygulanmasindag{ith) karacgierde hepatoportal
damarlarda dilatasyonlar, konjesyon (Ko) ve neKrpz(HxE, x200)

kanalinda dilatasyon (oklar), ve melanomakrofaj keer (*) (HXE,
x200)
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Sekil 4.23. 0,976 mg / L diazinon uygulanmasinda. (§n) karagierde htcresel
paregimde safra pigmentleri birikimleri (HXE, x400)
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4.1.3.2.Testis Dokusu

Kontrol grubunun testis dokulari incelepulide; iclerinde farkli ge$im
asamalarindaki germ hucrelerini bulunduran ve geklellkivrilmis olmakla birlikte
degisik sekil ve buyukluklerde olmak tzere ¢ok sayida sefainitibllden olgmus
bir yapi gozlenmgitir. Tubdller arasi bguklarda interstisyel hicreler ve kan

damarlarinin varg gézlemlenmytir (Sekil 4.24).

e W 2

&

=, [ } ' -

"~

Sekil 4.24. Kontrol grubu testis dokusu (HxE, x100@: Primer ve sekonder
spermatositler B: Spermatidler, C: Sekonder spasitdgr, intersitisyel
hiicreler, D: Sekonder spermatositler ve seminiibtit bazal membran
hiicreleri. Spsl: Primer spermatosit, Sps2: Sekoesdermatosit, Spt:
Spermatid, L: Leydig hicresi, S: Sertoli hiicresi)

0.448 mg / L konsantrasyonunda diazinonun uygufar@icarpidlarin testis
dokularinda seminifer tibul yapilarinda dejeneratove intertubuler bguklarda
bulunan hucrelerin sayisinda artle karakteristik fibrozis olgusuna rastlargtm
(Sekil 4.25, 4.26). 0. 976 mg / L konsantrasyonundazidonun uygulangi
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C.carpidlarin testis dokularinda da intertubuler shdlarda bulanan kan
damarlarinda konjesyonlar ve yine buslo&larda yer alan bulunan htcrelerin

sayisinda ari ile sekillenen fibrozis olgusuna rastlanytr (Sekil 4.27, 4.28)

s

o T L Pt - & s G N .

Sekil 4.25. 0.448 mg / L diazinon uygulanmasindatises seminifer tubul
yapilarinda yaygin dejenerasyonlar (*) (HXE, x200)

Sekil 4.26. 0.448 mg / L diazinon uygulanmasindésesfibrozis (*) (HXE, x200)
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Sekil 4.27. 0,976 mg / L diazinon uygulanmasindaiges vendz konjesyonlar (VK)
(HXE, x200)

Sekil 4.28. 0,976 mg / L diazinon uygulanmasindaéigesfibrozis (F) (HXE, x200)
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4.1.3.3.0varyum Dokusu

Kontrol grubunun ovaryum dokulari incelepaide; gonad epiteli ile
cevrelenmy bir stroma igerisinde c¢ok sayida ve farkll gmle gamalarindaki
oositleri iceren follikiiller gézlemlenngtir. Daha ¢ok primer galim asamasindaki
perindklear oositler, kortikal alveoliksamadaki oositler ve vitellojenik oositlerin

varhgi tespit edilmgtir (Sekil 4.29).

r

Sekil 4.29. Kontrol grubunda oositlerin gérinimlédxE, x400) (A: Perinukleolar
oositler, B: Vitellojenik oosit. Pno=Perinukleolaositler, N=Nukleus,
n=nukleolus, Pg=Protein granulleri)

Her iki konsantrasyonda da diazinonun uygulgndaliklarda oositlerin
sitoplazmalarinda nekrozlar saptagimj 0,976 mg / L dozun uygulargl
bireylerde ayni zamanda oositler arasinda adezyomarligi da tespit edilnstir.
(Sekil 4.30).

[ 4

£3

Sekil 4.30. 0,976 mg / L diazinon uygulanmasindaitteysle adezyonlar (AD) ve
sitoplazmik nekrozis (CN) (HXE, x400)
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4.2. TARTI SMA

Deney suresince baliklarda her hangi bir dagragsisikligi ve mortalite
gozlenmenmtir.

Calismada erkelC. carpiolarin kontrol grubunda E2 seviyeleri bakimindan
onemli bir dgisim yasanmazken 7, 15 ve 30 gun siresince 0,488 mg /Q,9% mg
/ L dersimlerde diazinona maruz kalan erk€k carpidlarin serum E2 seviyelerinin
hem sireye hem de dgme bali olarak arty gosterdgi belirlenmitir. Diazinon ya
dokularda monooksijenaz sistemi (MFO) tarafindamceidestirilir [Demir0gen,
2010, Kime, 1998, Yang vd., 1971, Fuji ve Asaka Z]98VFO, ayrica steroid
hormonlarin gonadlardan salinimi ya da deaktivienedinde dnemli rol oynamakta
ve etkisini gosterebilmek icin sitokrom P450 enanie ihtiyac duymaktadir [Kime,
1998]. Sitokrom P450 enzimleri ise aromatizasyondd oynayarak C19
androjenlerin aromatik C18 0Ostrojenlere dgimainde goérev almaktadir [Hong vd.,
2007]. OF'li pestisitlere maruz kalan canlilarda5@4enzimlerinin aktivitelerinin
arttigini belirtilen ¢ok sayida ¢ama mevcuttur [Bucheli ve Fent, 1995, Dong vd.,
2013, Husoy vd., 1996, Munkittrick ve Servos, 199dle vd., 2003a]

Erkek C. carpidlarda diazinon muhtemelen MFO ve P450 enzimlerinin
aktivitesini arttirmg bu da gonadlarda aromatizasyonu hizlandiraraknTER'ye
donsim oranini yikseltngtir. Calismamizda degime bali olarak azak gosteren T
seviyeleri de bunu desteklemektedir.. Spano vd04®, atrazine’e (100Qug/L)
maruz kalanCarrassius auratutarin plazma T ve 11-KT seviyelerinin azaici,

E2 seviyelerinin ise arfiini belirtmglerdir [Spano, vd., 2004]. Folmar vd., (2001),
kirleticilere maruz kalan erke&tizostedion vitreuitarda E2 oraninin dilere yakin
oldugunu, bozulan steroid hormon mekanizmasina P450néerzndeki artgin neden
olabilecgini belirtmislerdir [Folmar, vd., 2001]. Sole vd., (2002), (200$ogun
kirletici etkisinde erkekC. carpidlarin serum E2 seviyelerinin, P450 enzim ve
Ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD) aktivitesinmtigini tespit etmilerdir [Sole
vd., 2002, Sole vd., 2003a]. McArdle vd., (200@gyn Ostrojenik kimyasal icergii

bilinen kanalizasyon aritma tesisi sularina maralaik erkekMorone saxatilis x
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Morone chrysoptarin P450 enzim ailesinden CYP1A ve EROD aktisiten
arttigini belirlemglerdir [McArdle vd., 2000].

Calsmamizda erkelC. carpidlarin kontrol gruplarinda VTG seviyelerinde
degisim gozlenmemitir. 7. giin yuksek doz uygulamasinda, VTG seviyedetis
gostermg, 7. gun dguk doz uygulamasinda ise kontrol grubuna gorgisda
gOzlenmemgtir. Bunun nedenin artan E2 miktarinin VTG senteznmidikleyecek
seviyeye ulgamamasinin oldiu disintlmektedir [Folmar vd., 2001]. 15. giinde her
iki doz uygulamasinda VTG seviyeleri kontrol grubugotre aryy gostermgtir.
Teleostlarda, Ozelliklede sazanlarda, dofe katilan E2 hormonlarinin VTG
sentezini yonlendiren temel faktor ofglu belirtiimektedir [Sole vd., 2003a].
Calsmamizda erkek C. carpidlarda VTG'nin seviyelerinde asflar, E2
seviyelerindeki arglar ile paralellik gostermektedir. Goodbred vd.99T), Yonkos
vd., (2010), Folmar vd., (2001), on Kkirletici etkisinde oldgu tespit edilmy
bdlgelerden yaptiklari 6rneklemelerde sirasiyla ekrksazanlarda,Cyprinodon
variegatuslarda veStizostedion vitreuilarda yiksek VTG seviyelerine rastlagai
bildirmislerdir [Goodbred vd., 1997, Folmar, vd., 2001, Yosk/d., 2010]. Benzer
bulgular Tian vd., (2009), tarafindan OF’lI mondoghosa maruz kalan erkek
Carassius auratukrda da bildirilmitir [Tian, 2009].

Calsmamizda 30. gun her iki doz uygulamasinda da VE&@ysleri 15.
gline gore azaligostermgtir. Karaciger, MFO aktivitesinin fazla olmasindan dolayi
OF’lilarin etkilerine son derece hassas bir orgafiKime, 1998]. Bu sebepten, E2
saliniminda bozulma olmag durumlarda VTG seviyelerinde azalgenellikle
karacger hasari ile ikkilendiriimektedir [Kime, 1998]. Histolojik olarakaptigimiz
incelemelerde erkek. carpidlarin karacger dokularinda 30. giinde, 7. ve 15. gline
kiyasla daha ygun patolojik bulgu goOzlenmgiir. Olusan patoloji karagerde
bulunan 6strojen reseptorlerinin @ (ER) yapisini  lbaka E2 hormonlarinin
baglanmasini azaltici etki gostegnolabilir. Ayrica, OF pestisitlerin makroskobik
bulgular ortaya cikma@ durumlarda molekiler dizeyde hasara yol gacti
bilinmektedir [Kime, 1998]. Arnold vd., (1996) disotona maruz kalan
Oncorhynchus mykidsrde makroskobik hasar gorilmemesine gman
mitokondrilerde deformasyon, peroksizom ve sitoplada miyelin olgumu,

endoplazmik retikulumlarda vezikilasyon ve gmelerin oldgunu bildirmilerdir
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[Arnold vd., 1996]. Diazinona maruz kala@. carpidlarda molekiler dizeyde
olusmasi muhtemel bu hasarlar, VTG seviyesinirstdié neden olmu olabilir.
Folmar vd., (2001), erkekParalichthys dentatusrda E2 argina zit olarak diiis
gosteren plazma VTG seviyelerinin, bobreklerde \AiG’ elimine edilmesi ile
aciklanabilecgini belirtmistir [Folmar, 2001]. 30. ginde her iki dozda da pata
ctkan VTG digusune bu tur bir eliminasyon surecinin neden olalegec
distndimektedir.

Calsmamizda, diazinona maruz kalan erkek bireylerdevE2buna b
olarak VTG seviyelerinde asti belirlenirken, dji bireylerin serum E2 ve T
seviyelerinde istatistiksel olarak 6nemli birgdgm saptanmamngtir. VTG seviyeleri
deneme sonunda istatistiksel olarak énemli birigzgistermgtir. Disilerin kontrol
gruplarinda E2 seviyeleri -istatistiksel olarak itieolmasada- stireye pla olarak
artis gostermg ve bu durum da kontrol grubunda VTG seviyelerinitiamistir.
Kirleticilerin ayni turin di ve erkek bireylerinin endokrin sistemini ve
parametrelerini farklgekilde etkiledgine dair bircok cabma bulunmaktadir [Dong
vd., 2013, Folmar vd., 1996, Ishibashi vd., 200de ivd., 2006, Sole vd., 2002, Sole
vd., 2003a, Spano vd., 2004]. Erkek bireylerdeid@ana bglh olarak ortaya cikan
etkilerin dki bireylerde go6rilmemesinin nedenlerinden bir tamas 6strojen
taklitgisi kimyasallarin gonodotropin salinmini olauzsekilde etkilems olabilece
olasilgidir. Sole vd., (2003) kirleticilere maruz kalargidsazanlarda diik VTG
seviyelerinin olculdgt belirtmilerdir. Bu duruma &strojenik  kimyasallarin
gonodotropin sekresyonu uzerinde stludusu olumsuz etkinin neden olabilegei
bildirmislerdir. Gonadotropin sekresyonunda 3o negatif geribildirim
(feedback)'in E2 seviyelerini d@etirmeden, VTG sentezini azaltabilgoe
belirtmislerdir. Ayni calsmada d§i sazanlarda vitellojenin ve hormon seviyelerinin
degisiminde biyolojik faktorlerin, ksenobiyotik etkileregére daha belirleyici
oldugunu bildirmglerdir [Sole vd., 2003b]. Benzer gerekceler Folmdr, (1996)
tarafindan da tespit edilgtir [Folmar vd., 1996].

Tiroit, buylime, prolaktin ve kortizol hormonlarinhepatik VTG sentezini
indukledigi bilinmektedir [Carnevali vd., 2000, Ding vd., 9Folmar vd., 1996,
Monteverdi ve Di Guilo, 2000, Pavlidis vd., 200@y®8n vd., 1996] . Kime (1998),

OF’li malathiona maruz kalan Hindistan kokenli tatl baliklarinin plazmalarinda
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triiodothironin (T3) ve tiroksin (T4) hormon sevigeinin distigini, atrazine'e
maruz kalan sazanlarda plazma kortizol seviyeleriarttigl bildirmistir [Kime,
1998]. Nieves-Puigdoller vd., (2007), atrazine’itlaatik salmonlarinda kortizol
seviyelerini yikseltgini, Orug, (2010) ve Cericato vd., (2008), OF lilatpyrifos-
ethyl, methyl-parathion ve glyphosate’in farkli ilkalirlerinde kortizol seviyelerini
diUsurdigtuinu belirtmglerdir [Cericato vd., 2008, Nieves-Puigdoller vaQ07, Orug,
2010]. Folmar vd., (1996), kortizolin erkeRreochromis niloticutarda VTG
MRNA artgina, dsi Oncorhynchus mykidsrde ise E2 saliniminda azalmaya, serum
baglanma kapasitesinde aia ile birlikte, hicresel ve c¢ekirdek #@anma
bélgelerinin  sayilarinda azghi ve d§i Silurus glaniderde plazma VTG
seviyelerinde azaja neden oldgunu bildirmglerdir [Folmar vd., 1996]. Diazonun
etkisine bgli olarak ortaya cikan stres ve kan plazmasindassglék kortizol
seviyelerinin &§i ve erkek bireyleri farkli etkilengi olabilecgi dustinulmektedir.
Disilerde E2 seviyelerinde @dsim olmaksizin VTG seviyelerindeki giistiin
nedeninin, kortizolin karagérde bulunan ve VTG sentezini sktacak hepatik
Ostrojen reseptdrlerinin sayisini azalinmlmasi olabilir. Aynisekilde kortizolin
karacgerde yaratng olabilec&g bu muhtemel etki T3 ve T4 hormonlarinin
baglanma bdlgelerini  etkileyip VTG sentezini baskilamiolabilecgi de
dUstndlmektedir.

Manabe vd., (2006) tarafindan yapilan bir gahda diazinonun MtT/Se
hicrelerinde bulunan 06strojen reseptorlerine {E®R ERx) yuksek bglanma
aktivitesi gosterdii bildirilmi stir. Ayni ¢calsmada MtT/Se hucrelerinde diazinonun
ERp’'ya kiyasla ER’'ya daha ylksek Wganma Ozellgi goOsterdgi belirtilmistir
[Manabe vd., 2006]C. carpidlarda béyle bir bulguya ukmmamakla beraber dli
Oreochromis mossambicle'in hepatik dokularinda EERekspresyonunun erkeklere
gore daha fazla olgw tespit edilmgtir [Davis vd., 2008]. Ddi bireylerde gorulen
VTG azalginin nedenlerinden birisinin de diazinonunsidbireylerin hepatik
dokularinda daha fazla olmasi muhtemel aBR baslanarak antagonist etki
gostermesi olabilir.

Diazinonun diazoxon formuna metabolize edilmesi MR@rafindan
gerceklgir [Kiezer vd., 1995] ve MFO etkisini gosterebilmétin sitokrom P450

enzimlerine ihtiyac duyar [Kime, 1998]. Sitokrom 3 enzim ailesinden
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CYP1A'nin erkek sazanlarda sdisazanlara gore daha fazla bulugduyapilan
calismalarda ortaya konmgtur [Sole vd., 2002, Sole vd., 2003a]. Bengskilde dii
bireylerde dgal olarak daha fazla olgu bilinen E2 hormonunun CYP1A
aktivitesini azaltici etki yapi yine yapilan cajmalarla belirlenmitir [Navas ve
Segner, 2000]. Ayrica cinsiyete gha P450 enzimlerinin diizenlenmesinde tiroit,
bdyime, cinsiyet hormonlarinin yanisira Kkirleticilearafindan aktive edilen
metobilitlerin sorumlu oldgu bilinmektedir [Dong vd., 2013]. @al olarak erkek
bireylerde dji bireylere gbre daha fazla olg bilinen sitokrom P 450 enzimleri
MFO etkisini, erkek bireylerde daha fazla arttgrolmasi muhtemeldir. Bu durum
erkek bireylerde diazinonun diazoxon formuna dahzlaf metabolize edilmesini
saglamis olabilir. Boylece olasi antagonist etkisidbireylerde daha ylksek diizeyde
ortaya ¢ikmy olup VTG sentezini baskilagwolabilir. Bunun yanisira diazinonun
etkisi ile dii bireylerin T3 ve T4 hormonlarinda ortaya ¢ikmasihtemel dgisimler
MFO’yu etkileyerek VTG seviyelerindeki azgl desteklemy olabilir. MFO
aktivitesinin, tiroid ve hipotalamusta ER’lerinirtkenligini arttirdigi bilinmektedir
[Kime, 1998]. Tiroid ve hipotalumusta bulunan ogrik reseptorlerin
aktivitesindeki ary dolsggima katilan E2 hormonlarinin kargerdeki ER’ne
baglanmasini azaltici etki gostegmolabilir. Buda VTG sentezinin azalmasindaki
gerekgelerden biri olabilir.

Lee vd., (2006), 4-nonylphenol (4-NP)Ya maruz kalaRivulus
marmoratudarda rm-vitellogenin gen ekspresyonunun cinsiyieggli olarak farkli
derecelerde etkilengini bildirmislerdir. 4-NP etkisinde erkeklerde rm-vitellogenin
gen ekspresyonu kontrol grubuna goére milyonlarca &amgken, hermafrodit
baliklarda bu ar§i cok digiik seviyelerde kalmtir [Lee vd., 2006]. Benzer bulgular
Le Goff vd., (2006) tarafindan atrazine’e maruz akal Drosophila
melanogastelerde de bildirilmktir. Atrazine’e maruz kalan erkdRrosophildlarda
VTG duretimini sglayan genler argi gosterirken, di bireylerde bu genlerin
bastirldgl ifade edilmgtir [Le Goff vd., 2006]. Diazinonu. carpidlarda bdyle bir
etki gosterip gostermegli bilinmemektedir. Gercekénesi muhtemel boyle bir etki
de VTG sentezinin erkeklerde artipsitirde digistintin dger bir gerekgesi olabilir.

Bu calsmada, 0.448 mg / L konsantrasyonunda diazinonurulagggi

C.carpidlarin karacgerlerinde; sintzoidlerde ve venalarda dilatasyonis
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konjesyonlarin yanisira lenfosit infiltrasyonlarelidlenmistir. Pankreatik dokunun
cevreledgi portal damarlarda da proteokazedz bir siviniikiom tespit edilmitir.
Bahsedilen sivi birikimi 0,976 mg / L konsantrasgandiazinonun uygulangi
baliklarda da belirlenngj ayrica bu konsantrasyonun uygulandbaliklarda merkezi
damarlarda dilatasyonlar, konjesyonlar, nekrozéasafra kanallarinda dilatasyonlar
tespit edilmg, bunun yaninda pigment birikimlerinin vaylida saptanngtir.

Metabolik faaliyetlerin ve detoksifikasyon siureghém temel organi olan
karacger, metabolizmadaki her turlt glgiklikten ve toksik maddelere maruziyetten
en cok etkilenen organlardan birisidir. Bircok tikksnadde karagerde biyolojik
olarak daha az toksik maddeye dghiililerek safra kesesi aragilla diari
atilmakta, bazi toksik maddeler ise depolanmakt&hganik fosforlu pestisitlerin de
baliklarin karagier dokularinda okiurdugu farkli patolojik goérinumler tespit
edilmistir. Chlorpyrifos’un farkli balik tirlerinde koagagyon nekrozu, lokosit
infiltrasyonlari, melanomakrofaj odaklari sinuz@le dilatasyon ve konjesyonlar,
sitoplazmik ve niuklear ggsiklikler, panreas dokuda nekrozlar, vakuolasyorilar
safra kanallarinda hiperplaziler eturdugu saptanmtir [Ogueji vd., 2007,
Aniladevi Kunjamma vd. 2008]. Malathion’a maruz dkilan Heteropneustes
fossiliste hepatositlerde sitoplazmik ve niklear hasarfdir6z badoku artsl,
sinuzoidlerde konjesyonlar, kanamalar ve nekrozkpit edilmitir [Deka ve
Mahanta, 2012]. Benzer histopatolojik goérinim; blypate, lorsban, trichlorfon,
fenitrothion, dichlorvos, dimethoate gibi organdédb pestisitlern etkisinde kalan
Oreochromis niloticus, Prochilodus lineatus, Piata& mesopotamicus, Prochilodus
lineatus, Channa punctatus, Cirrhinus mrigalee Brachydanio reriottrlerinde de
belirlenmitir. [Langiano ve Martinez, 2008, Shiogiri vd., 201Gawish vd., 2011,
Rodrigues vd., 2001, Guimaraes vd., 2007, AkhteBaba, 2013, Velmurugan vd.,
2009, Langiano ve Martinez, 2008, Rodrigues ve &arf98].

C.carpidda organofosfatl pestisitlerin patolojik etkilenn incelendgi
argtirmalarda bu tarun, chlorpyrifos ve glyphosate’aroz kaldginda karagier
dokusunda histopatolojik @siklikler olustugu saptanngtir. Pal vd., (2012),
chlorpyrifos’un hepatositlerde hipertrofi ve attefi sitoplazmik vakuolizasyonlar,
cekirdek dejenerasyonlari ile nekrozlar splmdusunu belirlemglerdir. Neskovic
vd., (1996) ile Szarek vd., (2006), ise glyphosatsinuzoidlerde konjesyonlar ve
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fibr6z doku argina neden oldgunu tespit etny, vakuolar dejenerasyon, damarlarda
hiperemi, fibr6z ba doku artgi, nekrotik odaklar ve lenfosit hicre infiltrasyanhi
belirlemislerdir. Tantawy vd., (2005), fethion’'un hepatositle atrofilere, pakreas
limenlerinde asidofilik grandl birikimlerine nedefdugunu saptamslardir.

Bu tez camasinda da kullaniimiolan diazinon’a maruz birakilan balik
turlerinde de karager dokusunda histopatolojik gorinime ait bulgular
bulunmaktadir. Rahman vd., (2002nabas testudineus, Channa punctaues
Barbodes gonionotus tirlerinde diazinon'un hepatositlerde  hipertrafile
konsantrasyona lga olmak Uzere dg@sen seviyelerde nekroz, vakuolasyonlar,
hepatosit ¢ekirdeklerinde piknoz ve kanamalaraagtgini belirlemglerdir. Bununla
birlikte diazinon uygulamalarinda daha c¢ok gonadkutrinin histopatolojik
gorinamleri incelenngtir [Dutta ve Maxwell, 2003, Banaee vd., 2013b, Awe
Meijer, 2003, Maxwell ve Dutta, 2005].

Calsmamizda karager dokusunda tespit edilen histopatolojik bulgular,
organofosfath pestisitlerin baliklarda eturdugu bulgular arasinda yer almaktadir.
Pestisitler gibi bilgikler ilk etkilerini hicre veya organel dizeyinde
gostermektedirler. Diazinon kargerde mikrozomal enzimler ile diazoxona
donistaralmektedir. Bu durum pestisitin konsantrasyonumautslarina bgli olarak
farkli duzeylerde hucresel hasarlarla sonuclanagisi#éklere neden olmaktadir.
Karaciger htcrelerinin hasar gormesi ile birlikte safréqgganmasinda bozulmalar
sekillenmekte ve bu da salginin hiicrelerde hapsalmaagol agmaktadir. Boylelikle
hicrelerde fonksiyon azalmasi ortaya c¢ikmakta veopazma ile cekirdek
hasarlarinin yani sira nekrozlar ghaktadir [Shiogiri vd., 2012, Fanta vd., 2003].
Safra kanallarindaki gegdemelerin  olgan toksik stres kallarina kasl
hepatositlerin  rejenerasyonuna yardimci  olmak ayfeaci olusabilecegi
dUstindlmektedir [Kunjamma vd., 2008]. Langiano ve Nk, (2008)Prochilodus
lineatusin glyphosate’a maruz kalmasi sonrasindasatu ve safra kanalinda
tikanmalar neticesinde gorulen hicresel pigmenikibimi, kimyasal maddenin
etkisiyle gelgen safra metabolizmasindaki bozukluk sonrasindaarsaf, hicre
icinde kalarak birikmesindergekillendigini belirtmistir. Makrofaj yginlari ise
hemosiderin, melanin, lipofuscin ve seroid gibi rpantleri icerebilmektedir.

Herrarez ve Zapata'ya gore melanomakrofaj merkézierartisi ekzojen ve endojen
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kaynakli etkenlere ker humoral ve yangisal yanit ilegkilidir [Rabitto vd., 2005].
Marchand vd., (2008), Giney Afrika’da sucul Kkigih oldugu bdlgeden
yakaladiklari Clarias  gariepinu8arin  karacgerlerinde  melanomakrofaj
merkezlerinde ag) graniler ve y&a dejenerasyonu, hepatosit cekirdeklerinde
degisiklikler ve nekroz tespit etrgierdir. Bu deisiklikleri, karacigerin sindirim
sistemi aracifityla tssinan maddelerin ilk metabolize olglu bdlge olmasi nedeniyle
ve bu maddelerle birlikte dalana giren toksik maddelerin tutulgw ilk organ
olmasindan kaynaklangini belirtmglerdir. Melanomakrofaj merkezlerinin stres
olusturan kimyasal Kirleticilerin varginda, rastlanma sikliklarinin ve boyutlarinin
arttigl tespit edildginden, sucul ortamlar icin iyi bir biyo indikatorldwklar
deserlendirilmesi yapilmaktadir [Agius ve Roberts, 2DRuehl-Fehlert vd., (2005),
4-tert-pentylphenol’iin  farkli deiimlerinin  uygulandg Pimephales promelas
turinde karager ve testis dokularinda interstisyal ve intravdeskibolgelerde
proteokazetdz bir sivi birikimini tespit etgnive bu maddenin vitellojenin
olabilecgini ifade etmglerdir. Bu birikimin kimyasal maddenin 6strojenikkisi
sonucu gelien vitellojenin sentezinin agtndan kaynaklangini belirtmglerdir.

Pestisitler baliklarin Greme sistemleri tUzerindskoihditenin azalmasi, testis
ve ovaryumlarda histopatolojik hasarlar, vitell@en strecinde bozukluklar,
steroidojenez s@malarinda bozukluklar, gonad gehinde bozukluklar, Ureme,
ciftlesme ve yumurtlama davragarinda dgisiklikler gibi cok farkli etkiler meydana
getirebilmektedir [Banae, 2013]. Bizim g¢gahamizda 0,448 mg [/ L
konsantrasyonunda diazinonun uygul@ndiC.carpidlarin testis dokularinda,
seminifer tibdl yapilarinda dejenerasyonlar ve rtotuler bgluklarda bulunan
hiicrelerin sayisinda agtile karakteristik fibrozis olgusuna rastlargtm. 0,976 mg /
L konsantrasyonunda diazinonun uygula@ndC.carpidlarin testis dokularinda da
interttibdler beluklarda bulanan kan damarlarinda konjesyonlar vee ybu
bosluklarda yer alan bulunan hiicrelerin sayisindasiaite sekillenen fibrozis
olgusuna rastlanmtir. Ovaryumlarda ise, 0,976 mg / L konsantrasyodidzinonun
uygulandgl baliklarda oositler arasinda adezyonlar ve cargitlsitoplazmalarinda
nekrozlar saptanrmtir.

Testis dokusunun histopatolojisi ile ilgili gtamalarda diazinon ile yapilan

calismalarin yani sira organoklorlu pestistlerin ya deus ortamlarda bulunan farkh
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kirleticilerin bu doku Uzerindeki etkisi agtariimistir. Diazinon’un subletal dozlarinin
uygulandgl Lepomis macrochirdsrda testis dokusunda seminifer tubullerde ve
degisiklikler tespit edilmitir [Dutta ve Meijer, 2003]. Okan patolojinin, diazinonun
doku tzerinde direkt toksik etkisi nedeni ile vengdotrof hormonlarin seviyelerinde
meydana getir@i degisikliklerle ortaya ciktgi belirtilmistir. Masouleh vd. (2011),
Rutilus frisii kutum tdriinde diazinonun, testis dokusunun germ hidneler
nekrozlara neden ol@gunu belirlemglerdir. Mlambao vd. (2009)QOreochromis
mossambicug DDT'nin testislerde; seminifer tubillerde degeasyonlar,
spermatositlerde piknoz, intersitisyal shiklarda da eritrosit infiltrasyonlarinin
varhgini belirlemiler ve bu durumun hormonal dizensizlikten kaynadkigni
belirtmislerdir. Dutta vd. (2006)Lepomismacrochirudarda endolsulfan’in testis
dokusunda, seminifer tibudl yapisinda bozukluklpersmatogonia sayisinda artve
intersitisyel bg dokusunda hasarlar glurdusunu Dbelirlemglerdir. Paraso ve
Capitan (2012), Filipinlerde endokrin bozucu kimsghkirleticilerin varlginin tespit
edildigi Laguna Korfezi'nden yakaladikla€.carpidlarin testislerinde interstisyel
alanlarda fibrozis, spermatogonia sayilarindas,amnakrofaj kimelgmeleri ve
vitellojenin  birikimlerinin  varlgint  belirlemglerdir.  Bizim  ¢alsmamizda
gozlemledgimiz ve diger calsmalarda tespit edilenlerle benzerlik gosteren dalgu
testis dokusunun hem diazinonun direkt olarak tokskisine maruz kal@i, hem de
hormonal dgisimlerin bu patolojik bulgularin ortaya c¢ikmasindal roynadgi
olasilgini distindurmektedir.

Diazinonun ve dier pestisitlerin ovaryum dokusunu da etkifgdi
belirlenmitir. Diazinonun Lepomis macrochirderda oositlerde sitoplazmik geri
cekilmelere, adezyonlara, sitoplazmik dejenerasranlfollikil ici bglukta artsa,
karyoplazmik kiimelgnelere (sitoplazmada vakuolasyonlara) ve nekroldaatretik
follikll sayisinda arga neden oldgu tespit edilmgtir [Dutta ve Maxwell, 2003,
Maxwell ve Dutta, 2005] . Yapisal patolojik goériniimgenellikle toksik maddeden
kaynaklanan lizis nedeniyle olabifli gibi hicrelerin otolizi ile de okabildigi
belirtiimektedir ve her iki etkinin de oositlerarar verdgi bilinmektedir. Oositler
arasindasekillenen adezyonun, gein strecindeki oositlerin bir sonraki gein

evresine gegine engel oldgu disunulmektedir. Atretik follikil arginin ise
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hipofizektomi, fotoperiyot, tuzluluk dgsimleri, cevresel stres etkenleri, kirlilik ve
gonadotrof hormon duzeylerinde azalma durumlariddaa siklikla ortaya cilgs
belirtiimektedir [Gokge, 1997, Ucglincu ve CakiciD2D Magar ve Bias, (2013), yine
bir organofosfatli pestisit olan malathion’'un eilis Channa punctatusrda
oositlerinin  sitoplazmalarinda vakuolasyonlar, wozkar ve parcalanmalarin
maydana geldini tespit etmglerdir. Organoklorlu pestisitler de benzeri patidwjn
gelismesine yol acmaktadirlar [Magar ve Bias, 2013]. lb@o vd. (2009),
Oreochromisnossambicuta DDT'nin ovaryumlarda; atretik follikil sayisiadarts,
interstisyel beluklarda vitellojenin birikimi ve oositlerde nekraza neden oldgunu
belirlemislerdir. Spano vd., (2004), atrazinin yine ovaryurdéa atretik follikil
sayisinda ariina neden oldgunu tespit etnsierdir. Olusan atretik folliktllerin ayni
zamanda organizmada homeostazisi korumak amacpgatatik (programlanmgi
hiicre 6lumu) bir mekanizmanin etkisi nedeniyle uUgghi da diglunulmektedir
[Uclinci ve Cakici, 2009]. Bizim catnamizda ovaryumlarda gorilen patolojik
bulgular pestisitlerin yol agh patolojik bulgulardan olmakla birlikte alan patoloji
dizeyi daha zayiftir. Balik tirlerinde diazinonukis; emilimine, asetilkolinesteraz
inhibitor etkisine ve detoksifikasyon dizeyine gaesisiklik gosterebilmektedir.
Yapilan calgmalar, balik turlerinin bazilarinda testislerin dafazla etkilendiini
gosterirken bazi tdrlerde ovaryumlarin dahagwo etkilendgi tespit edilmsgtir
[Masouleh vd. 2011]. Genelde toksisitenin etkisioygulama stiresine pla olarak
artmasi beklenirken bazi cahalarda oositlerin farkli gelim asamalarinin
uygulama surelerinden farkl diizeylerde etkilersipil de belirlenmgtir [Dutta,
Maxwell, 2003].
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5. SONUCLAR ve ONERILER

OF’li bir pestisit olan diazinona maruz kala@. carpidlarin erkek
bireylerinde sureye ve deiine bali olarak E2 hormon seviyelerinin agt) T
hormon seviyesinin ise azagdibelirlenmitir. E2 hormonunda aga bali olarak
VTG seviyelerinde O6nce agtidaha sonra azalimeydana gelmtir. Bu durumun
karacgerde saptanan histopatolojik bulgular ile de ddstekgi belirlenmitir.

Disi C. carpidlarda, E2 ve T seviyelerinde istatistiksel olaraklamli bir
degisim gbzlenmezken, VTG seviyelerinin deney sonundalnag oldugu tespit
edilmistir.

Calsmamizda diazinonun dive erkek bireyleri farkli dizeyde etkilexli
gorulmistar. Bu etkinin d§i ve erkek bireylerin arasindaki biyolojik farkklardan
kaynaklandgl distindlmektedir. Daha 6nce yapigmlan calgmalar da bu durumu
desteklemektedir.

Histopatolojik muayenede, ¢lik dersim uygulamasindaC.carpidlarin
karacgerlerinde sintizoidlerde ve venalarda dilatasyoitdakonjesyonlarin yanisira
lenfosit infiltrasyonu belirlenngtir. Pankreatik dokunun cevrelgdi portal
damarlarda da proteokaze6z bir sivinin birikimiptegdilmistir. Bahsedilen sivi
birikimi  yuksek dergim uygulamasinda da gorulstir. Yuksek dekim
uygulamasinda ayrica karger merkezi damarlarinda dilatasyonlar, konjesyonlar
nekrozlar ve safra kanallarinda dilatasyonlar tesgilmis, bunun yaninda pigment
birikimlerinin varhgl da saptanmtir.

Dustik dergim uygulamasinda erkekC.carpidlarin testis dokularinda
seminifer tibul yapilarinda dejenerasyonlar ve rtotuler bgluklarda bulunan
hiicrelerin sayisinda agtile karakteristik fibrozis olgusuna rastlagtm. Yiksek
derisim uygulamasinda ise erkeR.carpidlarin testis dokularinda da intertubuler
bosluklarda bulanan kan damarlarinda konjesyonlarine pu bgluklarda yer alan
hlcrelerin sayisinda agtile sekillenen fibrozis olgusuna rastlangtnr.

Yuksek demim uygulamasinda gii C.carpidlarin ovaryum dokularinda,
oositler arasinda adezyonlar ve oositlerin sitaplazarinda nekrozlar saptangyt.

OF pestisitler yada diazinonun EB etkilerinin Helimesinde E2 ve T
hormonlarinin yani sira; 11-KT, GtH-I, GtH-Il ,GHg, T4, prolaktin ve kortizol
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hormonlarinin dizeylerinin de belirlenmesi mekaragmdaha dgru tanimlamak
acisindan o6nemlidir. Bunun yanisira endokrin bozetkinin olymasinda roll
oldugu bilinen ve kirlilik calsmalarinda biyoindikator olarak kabul edilen EROD ve
CYP1A aktivitesinin ol¢ciimesi de 6nenganaktadir.

Serum VTG seviyelerinin yanisira hepatik VTG'ningidimesi VTG'nin
dalgalanmalarinin nedenlerinin tespiti acisindarendidir. Bunun yanira erkek
bireylerde VTG’nin eliminasyonunun yapifgli distinilen organ olan bobreklerde
histopatolojik ve immuhistokimya tekgi ile VTG varliiginin aratiriimasi bu
kimyasal maddelerin EB etkisinin belirlenmesine kkasglayacaktir. Ayrica
histolojik muayenede, kara@@r ve gonad dokularina ilaveten, bébrek ve solungacg
dokularinin da incelenmesi etki diizeylerinin tesgpgtsindan dgerlendiriimelidir.

DDT, endosulfan, poliklorlu bifeniller, polibromibhalifenil eterler, ftalatlar,
alkilfenoller, bisfenol A gibi EB etkiye sahip olgu bilinen kimyasallarin
kullanimina getirilen kisitlamalarin ardindan kaliai giderek artan OF’larin etkileri
g6z ardi edilmemelidir. Cgimamizda diazinonun EB etkisinin olglina dair veriler
elde edilmgtir. EB kimyasallar sadece etkiye maruz kalan bidegil ayni zamanda
sonraki jenerasyonlarida etkileyebilmektedis. $&¢cimi ve kur yapma davrgmda
degisiklik, yanlis yumurtlama bdlgesinin secimi, glik dollenme bgarisi, diguk
sperm hareketliii, kusurlu larva dgumu, dsi bireylerde maskilinizasyon ya da
erkek bireylerde feminizasyon, tirlerin populasyatevamlilgini  etkileme
potansiyeline sahip olgulardir.

Bu bilgilerin s1ginda OF’larin kullanimina kisitlamalar getiriimesgvreye
ve ekosisteme daha az zararll @dubilinen bilsiklerin kullaniminin tevik
edilmesi, sucul ekosisteme kama ihtimali yiksek olan dere, nehir, irmak vs.,igib
bdlgelere yakin yerlerde kullaniminin yasaklanmasida dgada yarilanma 6mri
daha kisa olan OFlarin tercih edilmesi bu $kEerin sucul ekosistem lzerinde

olusturaca&) etkilerin azaltilmasi agisindan 6nemlidir.
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